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Doenças do coração cursam frequentemente com hipertrofia do miocárdio. Estímulos 
mecânicos e neuro-humorais são sinalizadores críticos para o crescimento hipertrófico dos 
cardiomiócitos nos vários processos patológicos. Neste contexto, estudos indicam que a 
quinase de adesão focal (FAK), uma proteína tirosino-quinase que participa dos 
mecanismos de sinalização por integrinas, é uma mediadora importante do crescimento 
hipertrófico do ventrículo esquerdo (VE). Este estudo teve como objetivo avaliar a 
influência da FAK na indução da hipertrofia e na deterioração do VE induzidas por 
sobrecarga pressórica crônica em camundongos através de estratégia de interferência por 
RNA. A coarctação da aorta em camundongos induziu a hipertrofia do VE acompanhada 
pelo aumento da expressão e atividade da FAK no miocárdio. A infusão de siRNA 
específico para FAK (siRNAFAK), via veia jugular, levou ao silenciamento gênico 
prolongado da FAK (~70%) no VE normal e também no hipertrófico.  O knockdown da 
FAK foi confirmado nos miócitos e fibroblastos cardíacos provenientes do VE de 
camundongos. O silenciamento da FAK foi acompanhado tanto da prevenção como 
regressão da hipertrofia do VE. A função do VE foi preservada e a taxa de sobrevivência 
foi maior nos camundongos tratados com siRNAFAK, apesar da persistência da sobrecarga 
pressórica. Estes achados foram paralelos a atenuação do crescimento hipertrófico dos 
cardiomiócitos e da expressão do marcador de hipertrofia β-MHC no VE sob sobrecarga 
pressórica. O silenciamento da FAK também atenuou o aumento da fibrose intersticial, 
conteúdo de colágeno e atividade da metaloproteinase-2 (MMP-2) no VE submetido ao 
estímulo mecânico. Em fibroblastos extraídos de corações hipertróficos, o silenciamento da 
FAK foi concomitante à diminuição da expressão de MMP-2. Assim, estes dados indicam 
que a sinalização mediada pela FAK é necessária não apenas para o desenvolvimento, mas 
























Hypertrophy is a critical event in the onset of failure in chronically overloaded hearts. 
Mechanical stress and neurohumoral factors signaling factors have been considered the 
main triggering stimuli for the installation of hypertrophy in cardiac myocytes in a variety 
of pathological  process. In this context, focal adhesion kinase (FAK), a key protein of the 
integrin signaling pathway, has attracted particular attention as a mediator of hypertrophy 
induced by increased load.  This study was performed to address the influence of FAK in 
the pathophysiology of cardiac hypertrophy and failure induced by chronic pressure 
overload in mice using RNA interference methodology. Aortic constriction in mice induced 
left ventricle (LV) hypertrophy and increased expression and phosphorylation of FAK. 
Intrajugular delivery of specific small interfering RNA induced prolonged FAK silencing 
(~70%) in both normal and hypertrophic LVs. Studies in cardiac myocytes and fibroblasts 
harvested from LVs confirmed the ability of the systemically administered specific small 
interfering RNA to silence FAK in both cell types. Myocardial FAK silencing was 
accompanied by prevention, as well as reversal, of load-induced left ventricular 
hypertrophy. The function of LVs was preserved and the survival rate was higher in banded 
mice treated with small interfering RNA targeted to FAK, despite the persistent pressure 
overload. Further analysis indicated attenuation of cardiac myocyte hypertrophic growth 
and of the rise in the expression of β-myosin heavy chain in overloaded LVs. Moreover, 
FAK silencing was demonstrated to attenuate the rise in the fibrosis, collagen content, and 
activity of matrix metalloproteinase-2 in overloaded LVs, as well as the rise of matrix 
metalloproteinase-2 protein expression in fibroblasts harvested from overloaded LVs. This 
study indicate  that FAK is necessary not only to the development but also to sustain LV 
























Apesar do progresso na prevenção e tratamento da maioria das formas de 
doenças cardiovasculares, a incidência e prevalência da insuficiência cardíaca tem 
aumentado significativamente nos últimos anos. As doenças cardíacas geralmente são 
acompanhadas pela hipertrofia cardíaca, que pode ser considerada um estágio inicial da 
insuficiência cardíaca. A hipertrofia do miocárdio e sua progressão para a falência cardíaca 
são determinadas principalmente pelo aumento da sobrecarga hemodinâmica, o que 
ocasiona hipertrofia e injúria dos cardiomiócitos. Evidências indicam que o citoesqueleto 
dos miócitos cardíacos tem função importante na transdução de eventos mecânicos em 
eventos bioquímicos. Por conectarem o citoesqueleto às proteínas da matriz extracelular, as 
integrinas são consideradas os sensores bioquímicos em potencial para o estresse mecânico 
nos cardiomiócitos. Neste contexto, FAK (quinase de adesão focal), uma proteína central 
na cascata de sinalização das integrinas, tem recebido atenção como um mediador em 
potencial das respostas do miócitos cardíacos ao estímulo hipertrófico.  
1.1- Insuficiência cardíaca  
A partir da última década do século XX, a insuficiência cardíaca tornou-se um 
dos principais problemas em saúde pública. A estatística brasileira mostra que, em 2005, 
315.396 pessoas eram portadoras de insuficiência cardíaca, com mortalidade de 7,7% entre 
os pacientes hospitalizados por esta síndrome (Data SUS). 
A insuficiência cardíaca é vista como uma doença hemodinâmica na qual a 
redução da performance de bomba do coração ocasiona o aumento das pressões pulmonar e 
venosa sistêmica, retenção de fluídos e diminuição do débito cardíaco (KATZ, 2003).  
Mecanismos compensatórios surgem na tentativa de aumentar o débito cardíaco, como o 
aumento da freqüência cardíaca, da pressão diastólica final e da massa ventricular. Neste 
contexto, a hipertrofia cardíaca representa o fenótipo central através do qual é realizada a 
compensação cardíaca a diferentes estímulos. Contudo, com a evolução da doença, esta 
resposta adaptativa parece ser o primeiro passo para a subseqüente deterioração funcional e 




1.2- Hipertrofia cardíaca  
A palavra hipertrofia tem origem do grego hyper (hiper) e trophy (crescimento) 
e é definida como “o aumento ou supercrescimento de um órgão ou parte devido ao 
aumento do tamanho de suas células constituintes” (TAYLOR et al., 1988). 
 
1.2.1- Patogênese da hipertrofia cardíaca 
A hipertrofia do ventrículo esquerdo (VE) é a resposta do miocárdio a vários 
estímulos patológicos e fisiológicos, mecânicos e hormonais, que causam aumento de 
trabalho sob condições de aumento de demanda.  A hipertrofia cardíaca é um aspecto 
comum das doenças cardiovasculares que causam o estiramento das câmaras cardíacas. Ela 
pode ser induzida por sobrecarga de volume (por exemplo, regurgitação da válvula mitral 
crônica, insuficiência valvular, fístula arteriovenosa, shunts intracardíacos), sobrecarga 
pressórica (por exemplo, hipertensão sistêmica, estenose das válvulas, coarctação da aorta) 
ou injúrias do miocárdio (por exemplo, isquemia, infarto, toxinas, infecção, síndrome 
metabólica genética) (DIWAN & DORNII, 2007).  
A presença da hipertrofia cardíaca, independentemente da doença primária que 
a tenha originado, é um fator de grande impacto na evolução clínica e prognóstico de 
pacientes cardiopatas (LEVY et al., 1990; ST. JOHN et al.,1994).  
 
1.2.2- Tipos de hipertrofia cardíaca 
Quando submetido à sobrecarga hemodinâmica, o coração modifica sua 
geometria e volume em resposta ao aumento de demanda. Sendo os cardiomiócitos células 
terminalmente diferenciadas, as adaptações ao aumento de demanda são acompanhadas, 
principalmente, pelo crescimento hipertrófico, que resulta em remodelamento hipertrófico 
das câmaras (SELVETELLA et al., 2004). Classicamente, dois tipos diferentes de fenótipos 
hipertróficos podem ser distinguidos: (1) hipertrofia concêntrica devido a sobrecarga 
pressórica, caracterizada pela adição em paralelo de sarcômeros e crescimento lateral dos 
cardiomiócitos individuais; (2) hipertrofia ecêntrica devido à sobrecarga de volume ou 
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anterior ao infarto do miocárdio, caracterizada pela adição em série dos sarcômeros e 
crescimento celular longitudinal.  
Na década de 60, Meerson e colegas classificaram a transformação hipertrófica 
concêntrica do coração em 3 estágios: (1) desenvolvimento da hipertrofia, onde a 
sobrecarga excede o débito cardíaco, (2) hipertrofia compensatória, onde a razão 
demanda/massa é normalizada e o débito cardíaco é mantido, (3) insuficiência cardíaca, 
com dilatação ventricular e declínio progressivo do débito cardíaco apesar da ativação 
contínua do programa hipertrófico. 
 
1.2.3- Hipertrofia cardíaca concêntrica compensada 
Do ponto de vista funcional, inicialmente a hipertrofia cardíaca tem caráter 
compensatório, preservando a performance cardíaca sob condições de sobrecarga 
hemodinâmica. Este mecanismo adaptativo é melhor exemplificado nos casos de hipertrofia 
em resposta a sobrecarga pressórica. Neste caso, a função sistólica cardíaca é preservada 
pelo aumento da espessura da parede das câmaras, o que resulta em normalização da tensão 
da parede, de acordo com a lei de Laplace. Este conceito para o VE é ilustrado na Figura 1. 
 




No nível celular, o crescimento hipertrófico inicial reflete o aumento de massa 
dos cardiomiócitos, decorrente do aumento da síntese de proteínas do citoesqueleto, 
proteínas do ribossomo e proteínas sinalizadoras requeridas pelos cardiomiócitos para 
síntese protéica e crescimento estrutural, levando ao aumento da sarcomerogênese  
(KONG et al., 2005). O crescimento hipertrófico também é acompanhado por alterações 
estruturais na matriz extracelular, caracterizadas pelo aumento da expressão gênica de 
colágeno e outras proteínas de matriz, associadas a fibrose (WEBER, 2000;  
HIROTSOU et al., 2006).  
No nível molecular, diversas alterações específicas na expressão gênica dos 
cardiomiócitos são características da hipertrofia cardíaca. A resposta inicial dos 
cardiomiócitos a estímulos hipertróficos inclui a ativação coordenada e rápida dos genes de 
resposta imediata (c-jun, c-fos e egr) (IWAKI et al., 1990) e aumento da síntese protéica, 
seguido pela reexpressão de genes fetais (ANF e β-MHC) (KOVACIC-MILIVOJEVIC  
et al,, 2001).  Há o aumento da expressão gênica de BNP, enzima conversora de 
angiotensina (ECA) e receptor quinase β-adrenérgico, os quais pertencem a um grupo de 
efetores ou reguladores da sinalização para vias neuro-humorais, implicadas na transdução 
de estímulos de estresse mecânico em eventos de sinalização humoral  
(IEMITSU et al., 2001). Também há o aumento da expressão de genes envolvidos com a 
resposta inflamatória (KONG et al., 2005). 
Em algum momento, uma variedade de eventos metabólica ou energeticamente 
desfavoráveis ocorrem na hipertrofia cardíaca, incluindo mudanças nas isoformas das 
proteínas contráteis (SCHEUER et al., 1982), diminuição da razão de mitocôndrias para o 
número de cardiomiócitos (TOMANEK et al., 1979; LEONG et al., 2003) e mudanças no 
consumo normal de ácidos graxos para o uso de glicose como o substrato energético 
primário do miocárdio (ALLARD et al., 1994).  
A expressão cardíaca da isoforma de MHC correlaciona-se diretamente com a 
contratilidade muscular. O aumento da expressão de β-MHC pode servir como um 
marcador de hipertrofia cardíaca precoce e sensível. Apesar de β-MHC ser um filamento 
lento, ela pode gerar mais força de contração dos filamentos com alta economia no 
consumo de energia, em relação a α-MHC. Isto sugere que a mudança da forma α- para β-
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MHC pode representar um processo adaptativo para preservar a energia no coração 
hipertrófico. Por outro lado, a contratilidade deprimida contribui significativamente para o 
início e progressão da insuficiência cardíaca (KRENZ & ROBBINS, 2004).  
 
1.2.4- Descompensação da hipertrofia cardíaca 
Em longo prazo, mantida a sobrecarga hemodinâmica, a hipertrofia 
compensada progride para a descompensação ou remodelamento malapatativo, 
caracterizado por anomalias estruturais e funcionais das câmaras, resultando clinicamente 
em insuficiência cardíaca. Este estágio é acompanhado por uma dilatação ventricular 
progressiva e diminuição na espessura da parede do VE, o que resulta no aumento da tensão 
na parede e disfunção sistólica, como ilustrado na Figura 1 (DORN II, 2007). 
No nível celular, a descompensação da hipertrofia cardíaca é acompanhada pela 
mudança de crescimento para morte celular. Os cardiomiócitos são substituídos 
rapidamente por tecido fibroso, diminuindo a performance contrátil cardíaca e resultando 
em disfunção sistólica. Ressalta-se que os eventos celulares irreversíveis na 
descompensação da hipertrofia são a degeneração e a morte dos cardiomiócitos, a qual pode 
ocorrer por necrose, apoptose ou autofagia (DIWAN & DORN, 2007).  
A necrose do cardiomiócito é a via postulada mais antiga para a morte celular 
na hipertrofia cardíaca descompensada. A hipótese mais aceita para este evento é a do 
núcleo isquêmico, uma vez que o oxigênio não se difunde adequadamente dos capilares 
adjacentes ao centro do cardiomiócito hipertrófico, levando a hipóxia das mitocôndrias, o 
que resulta na diminuição da produção de ATP e depressão da contratilidade  
(VATNER, 1988; SHIOJIMA et al., 2001).  
A apoptose é um evento que ocorre raramente em condições normais no 
miocárdio, uma vez que este é um tecido sem capacidade de regeneração. Estudos 
mostraram a indução de genes pró-apoptóticos no miocárdio hipertrófico de humanos e 
camundongos, indicando que o programa gênico da apoptose pode ser induzido pela 
hipertrofia cardíaca (YUSSMAN et al., 2002, HEIN et al., 2003).  
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Autofagia é um componente essencial no processo de degradação das organelas 
e proteínas celulares pela via do lisossomo. Em condições aceleradas de síntese e 
degradação de proteínas, como nos cardiomiócitos hipertróficos submetidos à sobrecarga 
hemodinâmica, o processo proteolítico é exarcebado, perturbando a função basal e 
resultando na morte celular (SCHAPER et al., 1991; SHIMOMURA et al., 2001). 
A descompensação da hipertrofia cardíaca também é acompanhada pela 
redução da angiogênese coronária em relação ao crescimento dos cardiomiócitos. Isto 
resulta no decréscimo relativo na densidade de capilares miocárdicos e na redução absoluta 
da disponibilidade de oxigênio por unidade de miocárdio, promovendo morte celular e 
acelerando o remodelamento (HUDLICKA et al., 1992) 
No nível molecular, o perfil de expressão gênica na hipertrofia 
descompensada/insuficiência cardíaca é a exacerbação da expressão gênica observada na 
hipertrofia compensada, com a inclusão dos fatores apoptóticos (KONG et al., 2005). Há o 
aumento da expressão gênica de proteínas da matriz extracelular e diminuição da expressão 
de genes metabólicos, especialmente aqueles envolvidos no metabolismo de ácidos graxos. 
(MIROTSOU et al., 2006). 
Além disso, a transição da hipertrofia compensada para a insuficiência cardíaca 
é associada a perturbações funcionais da homeostase de Ca2+ celular (BERS, 2002) e 
correntes iônicas (ARMOUNDAS et al., 2001; HILL, 2003), as quais predispõem a 
disfunção ventricular e arritmias. Há a diminuição da expressão gênica de SERCA2a, 
deprimindo a capacidade de transporte de cálcio pelo retículo endoplasmático e, assim, a 
contratilidade cardíaca (ARAI et al., 1994). O aumento de Ca2+ intracelular ativa 
calcineurina, mediado pela proteína adaptadora calmodulina, levando a ativação do fator de 
transcrição NFAT e a expressão gênica pró-hipertrófica. Molkentin et al. (1998) mostraram 
o desenvolvimento precoce de hipertrofia cardíaca e subseqüente insuficiência em 
camundongos transgênicos que superexpressavam calcineurina. 
Outro fator marcante do remodelamento cardíaco é o acúmulo de colágeno 
fibrilar do tipo I, relacionado a fibrose intersticial difusa, focal e perivascular. Como 
resultado, o miocárdio torna-se menos complacente, prejudicando a contração e o 
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relaxamento do VE (WEBER & BRILLA, 1992). Neste contexto destaca-se o 
envolvimento de metaloproteases (MMPs), enzimas proteolíticas envolvidas no 
remodelamento da matriz extracelular. As gelatinases MMP-2 e MMP-9 são expressadas 
constitutivamente tanto por fibroblastos como por miócitos cardíacos e possuem expressão 
e atividade elevadas nos corações hipertróficos e em falência de roedores e humanos, 
indicando sua implicação no remodelamento miocárdico (SPINALE, 2002).  
A expressão de MMPs no miocárdio está relacionada com a dinâmica da síntese 
e degradação das proteínas da matriz extracelular, resultando na fibrose do VE submetido à 
sobrecarga hemodinâmica. O aumento da atividade de MMPs causa a proteólise dos 
componentes da matriz extracelular, facilitando o processo pró-fibrótico, uma vez que 
libera moléculas com efeitos em potencial na síntese de matriz, como fatores biológicos 
ativos e matricinas, as quais estimulam a formação de tecido conjuntivo novo  
(LI et al., 2000).  Além disso, MMPs estão envolvidas na invasão tecidual por células 
inflamatórias, como macrófagos. Quando estas células alcançam o miocárdio, elas liberam 
mediadores, como TNF-α e TGF-β, os quais, por sua vez estão envolvidos na hipertrofia 
dos cardiomiócitos e na ativação dos fibroblastos cardíacos, levando a secreção de 
proteínas da matriz celular e fibrose (PANEK & BADER, 2006).    
 
1.3- Sinalização a estímulos hipertróficos 
Crescimento muscular e adaptação são processos complexos. As evidências 
disponíveis indicam que os estímulos mecânicos resultantes das sobrecargas 
hemodinâmicas são os fatores mais importantes na patogênese da hipertrofia dos 
cardiomiócitos (COOPER, 1997). No entanto, além de estímulos mecânicos, postula-se que 
fatores de natureza neural e humoral também contribuem para o crescimento hipertrófico 
dos cardiomiócitos (SADOSHIMA & IZUMO, 1997). Estímulos hipertróficos mecânicos e 
neurohumorais convergem em módulos de sinalização intracelular múltiplos que medeiam 
a resposta de hipertrofia cardíaca (Figura 2). Estas vias de sinalização incluem moléculas 
intermediárias e fatores de transcrição responsáveis e coordenam diretamente o crescimento 
hipertrófico pela alteração da expressão gênica no núcleo e pelo aumento da taxa de 
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tradução e diminuição da degradação das proteínas no citoplasma  
(HEINEKE & MOLKENTIN, 2006). Um grande número de vias de sinalização 
intracelulares envolvidas na resposta cardíaca a estímulos mecânicos foi caracterizado, 
entre elas calcineurina, proteína G, PKA, PKC, MAPK-ERK ½, JNK, p38 e PI3K-AKT 
(SELVETELLA & LEMBO, 2005; DORN II, 2007).   
 
Figura 2- Esquema representativo da sinalização intracelular envolvida na hipertrofia 
cardíaca (SALVATELLA & LEMBO, 2005).  
 
1.3.1- Estímulos neuro-humorais 
Mediadores neurohumorais estão envolvidos na estimulação do crescimento 
cardíaco. O aumento da sobrecarga hemodinâmica causa a liberação e secreção de 
mediadores neurohumorais, como fatores de crescimento, hormônios e citocinas, que 
contribuem para a complexidade da resposta hipertrófica cardíaca. Dentre estes fatores 
citam-se: norepinefrina, endotelina-1, angiotensina II, bFGF, IGF, TGB-β, citocina 
interleucina-6 (SELVETELLA & LEMBO, 2005; HEINEKE & MOLKENTIN, 2006).  
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1.3.2- Estímulos mecânicos 
Os cardiomiócitos possuem um mecanismo intrínseco sensível a força mecânica 
que acopla o estresse mecânico a indução de vias de sinalização intracelulares responsáveis 
pela resposta hipertrófica. Os cardiomiócitos em cultura sofrem hipertrofia quando 
submetidos ào estiramento mecânico in vitro (SADOSHIMA & IZUMO, 1997;  
TORSONI et al., 2003). Contudo, as moléculas que participam da mecanotransdução 
cardíaca não são completamente conhecidas. 
Evidências obtidas em modelos experimentais e em formas específicas de 
miocardiopatia de origem genética indicam que o citoesqueleto dos miócitos cardíacos tem 
função importante na transdução de eventos mecânicos em eventos bioquímicos 
(SUSSMAN et al., 2002; EPSTEIN & DAVIS, 2003). O citoesqueleto dos miócitos 
cardíacos inclui estruturas sarcoméricas e extra-sarcoméricas (SCHAPER et al., 1991; 
CLARK et al., 2002; EPSTEIN & DAVIS, 2003).  
Dentre as estruturas sarcoméricas citam-se proteínas que conectam os 
filamentos contráteis à linha Z e a própria linha Z. O citoesqueleto extra-sarcomérico inclui 
filamentos de actina e filamentos intermediários que conectam sarcômeros entre si, com o 
sarcolema e com membranas de organelas intracelulares. O citoesqueleto extra-sarcomérico 
inclui os microtúbulos, que estabelecem conexões longitudinais entre as estruturas  
sub-celulares dos miócitos cardíacos (SCOPACASA et al., 2003).   
Como sustentam e ancoram as estruturas sub-celulares, as proteínas do 
citoesqueleto sofrem tensão e se deformam podendo servir como transdutores de força nos 
miócitos cardíacos (SUSSMAN et al., 2002; EPSTEIN & DAVIS, 2003). Também 
importante, no contexto da mecano-transdução, é a capacidade do citoesqueleto de ancorar 
e modular a atividade de moléculas sinalizadoras que, uma vez ativadas, podem coordenar 
a expressão gênica e as respostas fenotípicas a estímulos mecânicos  
(BURRIDGE & CHRZANOWASKA-WODNICKA, 1996; JANMEY, 1998). 
As integrinas são receptores hetereodiméricos transmembrânicos que conectam 
o citoesqueleto à matriz extracelular. Localizam-se principalmente nas adesões focais da 
matriz extracelular com os discos Z dos cardiomiócitos, em estruturas denominadas 
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costâmeros. Como conseqüência, as integrinas são consideradas os sensores bioquímicos 
em potencial para o estresse mecânico nos miócitos cardíacos  
(BRANCACCIO et al., 2006).  Neste contexto, Ross et al., 1998, mostraram que a 
superexpressão de integrinas β1 em cardiomiócitos induz a expressão do programa gênico 
hipertrófico. Em corroboração, a inativação da função das integrinas em camundongos 
transgênicos adultos, pela metodologia de Cre recombinase, resulta na intolerância à 
sobrecarga hemodinâmica, causando disfunção sistólica e falência cardíaca  
(SHAI et al., 2002).   
 
1.3.3- Quinase de adesão focal (FAK) 
A quinase de adesão focal (FAK), uma proteína tirosino quinase citossólica, 
localiza-se predominantemente nos sítios de adesão focal das células ao substrato. Sua 
descoberta no início dos anos 90 foi a chave para o entendimento de que as integrinas não 
são simples proteínas de adesão mas também receptores potentes de sinalização celular. Por 
ser originalmente descrita como um componente central da via de sinalização regulada 
pelas integrinas, a FAK é considerada uma mediadora em potencial das respostas 
fenotípicas dos cardiomiócitos ao estresse mecânico e também a agonistas hipertróficos. A 
maioria das células e tecidos expressa FAK e ela é conservada entre os mamíferos 
(PARSONS, 2003).  FAK é uma quinase essencial, uma vez que camundongos com 
depleção total da FAK exibem morte embrionária (ILIC et al., 1995). 
Como ilustrado na Figura 3, a estrutura da FAK inclui um domínio  
NH2-terminal FERM, um domínio quinase central, duas regiões ricas em prolina e um 
domínio C-terminal de direcionamento às adesões focais. Um evento crítico na sinalização 
da FAK mediada pelas integrinas é a transautofosforilação do resíduo tirosina 397, criando 
um sítio de alta afinidade de ligação aos domínios SH2 da família de quinases Src. A 
ligação de Src no resíduo 397 da FAK promove a fosforilação de outras tirosinas da FAK, 
incluindo 576-577 no domínio quinase, levando a amplificação da atividade da FAK; e 925. 
A tirosina 925 é reconhecida como um sítio de ligação a Grb2, levando a ativação da via de 
MAPK (HANKS et al., 2003; PARSONS, 2003; MITRA et al., 2005).  
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Estudos recentes mostraram que o domínio FERM é um elemento regulatório 
chave. O domínio FERM parece interagir diretamente com a região central da FAK, 
inibindo sua atividade quinase. Com a formação da adesão, o domínio FERM pode fazer 
novas interações de alta afinidade com as caudas citoplasmáticas das integrinas ou outras 
proteínas associadas, liberando a autoinibição e permitindo a fosforilação do resíduo 
tirosina 397 da FAK e recrutamento da Src (Figura 2) (LIETHA et al., 2007).  
 
Figura 3- Estrutura linear de FAK e mecanismo proposto para a ativação do complexo 
FAK/Src mediado por integrinas nos sítios de adesão focal (SIESSER& 
HANKS, 2006). 
 
Em adição a família de quinases Src, a tirosina 397 fosforilada da FAK pode 
interagir com domínios SH2 de proteínas diversas, incluindo PI3-K, PLC-γ1, Shc, Nck-2, 
Grb7.  A região FERM da FAK pode interagir diretamente com p53, promovendo sua 
degradação (LIM et al., 2008). A região rica em prolina de FAK pode se ligar ao domínio 
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SH3 de p130Cas, levando ao aumento da atividade de Rac, e aos domínios SH3 de dos 
reguladores de GTPases GRAF e GAP. A região FAT da FAK interage com proteínas 
associadas às integrinas, como paxilina e talina, levando a fosforilação. Desta maneira, a 
FAK regula a migração, proliferação, diferenciação e sobrevivência celular  
(HANKS et al., 2003; PARSONS, 2003; MITRA et al., 2005).  
Embora a sinalização da FAK seja relacionada, principalmente, com as 
respostas celulares mediadas pelas integrinas, a FAK também pode ser ativada por vários 
fatores de crescimento, citocinas e receptores ligados a proteínas G. Na maioria destes 
casos, a ativação da FAK parece ser um efeito secundário resultante de outras vias de 
sinalização que afetam a função das integrinas. Desta maneira, a ativação da FAK parece 
ser um ponto de convergência para diferentes vias de sinalização, as quais propiciam 
mudanças no comportamento celular (SIESSER & HANKS, 2006). 
Dada sua participação em processos celulares diversos, têm-se empregado 
grande esforço para esclarecer a função da FAK no desenvolvimento do sistema 
cardiovascular e nas doenças cardíacas (VADALI et al., 2007). 
Estudos anteriores demonstraram que a FAK é expressa em abundância no 
miocárdio, sendo rapidamente ativada por sobrecarga pressórica em cultura de células 
ventriculares de ratos neonatos e no próprio miocárdio (FRANCHINI et al., 2000;  
LASER et al. 2000; BAYER et al., 2002; DOMINGOS et al., 2001; TORSONI et al., 
2003). Em corações isolados, Domingos et al., 2002, verificaram que a ativação da FAK 
era determinada pelo estiramento passivo do miocárdio, mais do que por tensões ativas.  
Em cardiomiócitos isolados, a ativação da FAK por estiramento não depende da 
ativação de fatores parácrinos, o que indica ser a ativação da FAK pelo estiramento 
dependente de mecanismo intrínseco do miócito ligado diretamente ao estímulo mecânico 
(TORSONI et al., 2003). Esta idéia foi confirmada por Fonseca et al., 2005, que 
demonstraram, através de sondagens com sistema de duplo-híbrido em levedura, ensaios de 
“pull-down” e imunohistoquímica, a associação direta entre a FAK com a região  
C-terminal da cadeia pesada de miosina, bem como a dependência desta associação para a 
ativação da FAK pelo estímulo mecânico em cardiomiócitos. 
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Esta seqüência de ativação da FAK, bem como a estreita cooperação entre FAK 
e Src para a ativação, inicialmente demonstradas em outros tipos celulares, foi confirmada 
em miócitos cardíacos em resposta a estímulos mecânicos em estudos anteriores 
(FRANCHINI et al., 2000; DOMINGOS et al., 2002; TORSONI et al., 2003).  
Uma vez ativada, a FAK pode participar da regulação da re-expressão de genes 
fetais do programa gênico hipertrófico em resposta ao estímulo mecânico.  
Torsoni et al., mostraram que a ativação da FAK por estiramento em miócitos cardíacos 
induzia a ativação transcricional do marcador de hipertrofia ANF (2003) e β-MHC (2005). 
Pham et al., 2000, demonstraram que a hiperexpressão de FAK em células ventriculares de 
ratos neonatos mantidas em condições em meio de cultura sem soro per se aumentava a 
expressão de ANF.  Além da resposta aos estímulos mecânicos, a sinalização da FAK pode 
participar da hipertrofia induzida por antagonistas como endotelina e fenilefrina  
(EBLE et al., 2000; TAYLOR et al., 2000; KOVACIC-MILIVOJEVIC, 2001).  
Existe ampla constatação experimental (SCHAUB et al., 1997; HOCHIJIMA & 
CHIEN, 2002) de que a re-expressão do programa gênico fetal é parte essencial para o 
estabelecimento das modificações fenotípicas do miocárdio observadas na hipertrofia e 
remodelamento cardíacos. Desta forma, a demonstração da importância da FAK para a 
expressão de ANF em resposta ao estiramento indica o potencial desta enzima como 
elemento de controle das alterações fenotípicas dos cardiomiócitos induzidas por estímulos 
mecânicos.  
Apesar do conhecimento abundante da interação da FAK com outras proteínas 
e sua função na sinalização celular in vitro, ainda pouco se sabe sobre as funções da FAK in 
vivo em organismo adultos. Recentemente, a importância da sinalização da FAK no 
crescimento hipertrófico do ventrículo esquerdo provocado por estímulos mecânicos foi 
estudada em camundongos transgênicos, onde a expressão de FAK foi depletada em 
cardiomiócitos utilizando-se a tecnologia de Cre recombinase dirigida pelo promotor da 
miosina de cadeia leve 2v (PENG et al., 2006; DIMICHELE et al., 2006). Nestes modelos, 
o coração se desenvolveu normalmente e apresentou função normal em condições basais 
embora resultados discrepantes foram observados sob condições de sobrecarga pressórica.  
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Peng et al., 2006, mostraram que a indução da hipertrofia por coarctação da 
aorta em camundongos com depleção de FAK resultava em remodelamento maladaptativo 
prematuro do VE, caracterizado pela dilatação do ventrículo esquerdo, aumento da fibrose 
intersticial e deterioração funcional. Ainda, a coarctação induziu o aumento da expressão 
gênica de marcadores moleculares de hipertrofia cardíaca. Por outro lado, DiMichele et al., 
2006, mostraram que a perda da expressão de FAK atenuava a resposta hipertrófica dos 
cardiomiócitos em relação à coarctação da aorta, incluindo a expressão de marcadores 
moleculares de hipertrofia. Estes dados, embora discrepantes, sugerem que a FAK possui 
papel importante na instalação da hipertrofia adaptativa cardíaca em resposta a sobrecarga 
pressórica. 
Quando  DiMichele et al., 2006, avaliaram a resposta do VE dos camundongos 
transgênicos a sobrecarga pressórica crônica, demonstraram que a sinalização da FAK pode 
ser importante na prevenção da deterioração funcional cardíaca. Contudo, existem estudos 
que sugerem que a ativação crônica da sinalização da FAK pode contribuir para a 
deterioração do miocárdio, levando a insuficiência cardíaca.  Bayer et al., 2002, mostraram 
que as anormalidades estruturais e funcionais do VE de ratos submetidos à coarctação 
crônica da aorta abdominal suprarenal eram paralelas ao aumento da expressão e atividade 
da FAK no miocárdio. Lopes et al., 2007, demonstraram a expressão elevada da FAK em 
biópsias de corações em falência provenientes de pacientes com regurgitação da mitral. 
Nestes estudos, o aumento da expressão de FAK parece ser primariamente devido à 
expressão nos fibroblastos, localizados nas regiões de fibrose, do que nos cardiomiócitos. 
Assim, estes resultados conflitantes e as limitações impostas pela deleção de 
FAK restrita aos cardiomiócitos excluem um melhor entendimento da importância da 
sinalização da FAK na fisiopatologia complexa da hipertrofia cardíaca e sua progressão 
para a falência cardíaca que ocorre em resposta à sobrecarga mecânica.  
A avaliação desta questão pode ser realizada através de modificação da 
expressão ou atividade da FAK em animais de experimentação, seja por interferência direta 
na expressão, seja por meios farmacológicos. Neste contexo, a técnica de interferência por 
RNA (iRNA), que implica na introdução de uma fita dupla de RNA na célula, tem sido 
utilizada como uma ferramenta altamente eficiente para a determinação da função de 
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gênica. Esta técnica induz a diminuição da expressão gênica pós-transcricional de maneira 
específica e, em alguns casos, a níveis não-detectáveis (TUSCHL & BORKHARDT, 2002; 
DYKXHOORN et al., 2003; PEDERSON, 2003).  
Na iRNA, o alvo é o RNA mensageiro (RNAm). Como ilustrado na Figura 4, a 
fita dupla de RNA (siRNA, “small interfering RNA”) introduzida na célula é incorporada 
em um complexo multiprotéico de silenciamento induzido por RNA (RISC). O duplex 
siRNA é desfeito pela ação de uma helicase, a fita antisense permanece e guia o complexo 
RISC ao RNAm-alvo de sequência complementar. O RNAm é então clivado pela ação da 
nuclease Argonaute 2 e rapidamente degradado. Esta degradação diminui seletivamente a 
tradução do gene em proteína (DYKXHOORN et al., 2003). 
 
Figura 4- Esquema representativo do mecanismo de interferência por RNA. 
 
Apesar de não existirem estudos que utilizaram iRNA para modificar a 
expressão da FAK em miocárdio, diversos trabalhos mostraram a redução da expressão 
desta proteína através de administração de iRNA específico em células tumorais 
(DUXBURY et al., 2003; HALDER et al., 2006; THAMILSELVAN et al., 2007; CANEL 
at al., 2008), indicando a aplicabilidade da técnica para a redução da expressão específica 









Em conjunto, evidências disponíveis indicam que a FAK comporta-se como um 
transdutor de estímulos biomecânicos em sinais bioquímicos no miocárdio. A sinalização 
mediada pela FAK é importante para a instalação da hipertrofia cardíaca adaptativa e sua 




Avaliar a influência da FAK na indução da hipertrofia e na deterioração do VE 
induzidas por sobrecarga pressórica crônica em camundongos através de estratégia de 
interferência por RNA.  
Objetivos específicos: 
1. Padronização do silenciamento gênico da FAK no VE de camundongos por 
iRNA. 
2. Caracterização do modelo de hipertrofia do VE em camundongos. 
3. Avaliação da hipertrofia cardíaca induzida por sobrecarga pressórica crônica 
em camundongos previamente tratados com siRNAFAK. 
4. Avaliação do tratamento com siRNAFAK da hipertrofia cardíaca instalada 

























Anticorpos: anti-FAK (C-20), anti-PYK2 (H-102), anti-vimentina (V-9)  
anti-ERK1/2 (K-23), anti-MMP-2 (H-76) policlonais da Santa Cruz Biotechnology,  
anti-pFAK 397 policlonal da BioSource International (USA), anti-miosina de cadeia pesada 
(Ab15-100) da Abcam, Inc (USA). 
Reagentes: [125I] Proteína A e [α-32P]-dATP da Amersham; Trizol e Superscript II da 
Invitrogen, Colagenase tipo IA, tripsina, e hidroxiprolina da Sigma; soro fetal bovino e 
meio de cultura DMEM da Gibco; penicilina-estreptomicina da Nutricell. 
Kits: Ampliscribe T7 high yield transcription da Epicentre, Endogen Mouse IFNγ Elisa da 
Pierce, Sistema Envision da Dako Envision System. 
Oligonucleotideos para síntese de siRNA: da IDT: 
T7- Seqüência: 5’ GGT AAT ACG ACT CAC TAT AG 3’ 
FAK236s- Seqüência: 5’ GCG AAA TCC ATA GCA GGC CAC TAT AGT GAG TCG 
TAT TAC C 3’    
FAK236as- Seqüência: 5’ ACG TGG CCT GCT ATG GAT TTC TAT AGT GAG TCG 
TAT TAC C 3’   
GFPs- Seqüência: 5’ GTG TCT TGT AGT TCC CGT CTA TAG TGA GTC GTA TTA 
CC 3’ 
GFPas- Sequência: 5’ ATG ACG GGA ACT ACA AGA CAC CTA TAG TGA GTC GTA 
TTA CC 3’ 
Oligonucleotideos para RT-PCR: da IDT: 
GAPDH s- Seqüência: 5’ GGC ATT GCT CTC AAT GAC AA 3’ 
GAPDH as- Seqüência:  5’ AGG GTG CAGH GGA ACT TTA TT 3’ 
β-MHC s- Seqüência: 5’ GCC AAC ACC AAC CTG TCC AAG GTT C 3’ 
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β-MHC as- Seqüência:  5’ TGA AAA GGC TCC AGG TCT GAG GGC 3’ 
FAKs- Seqüência: 5’ ATG TTC TGG TGT CCT CAA ATG 3’ 
FAK as- Seqüência: 5’ GAG GTA AAA CGT CGA AAA ATT G 3’ 
Animais: Camundongos Swiss machos de 6-8 semanas, pesando entre 20-30g, provenientes 
do Centro de Bioterismo da Unicamp. 
 
2.1- Desenho de siRNAFAK  
O siRNA contra o RNAm do gene da FAK de camundongos foi desenhado com 
a auxílio do software desenvolvido por Tiago Campos Pereira e Iscia Lopes-Cendes  
(FCM, Unicamp). Para gerar as sequências in silico, este software utiliza parâmetros de 
estabilidade interna, descritos originalmente por Khvorova et al.(2003). Desta maneira, as 
sequências foram selecionadas de acordo com a tendência máxima de incorporação da fita 
antisenso no complexo RISC. Uma vez que a eficiência de silenciamento de siRNAs é 
variável, diversas sequências de siRNAs foram obtidas tendo como alvo diferentes regiões 
do RNAm da FAK. Para os experimentos, a sequência com maior probabilidade de 
knockdown o gene da FAK de acordo com a análise in silico foi escolhida. 
 
2.2- Síntese de Sirna in vitro 
Para a síntese de siRNAFAK, foi utilizado um molde de DNA correspondente a 
posição 236 no RNAm do gene da FAK de camundongo (AB030035), cuja sequência é 
apresentada em Materiais (página 50). Como controle foi utilizado siRNA sintetizado a 
partir de uma seqüência irrelevante (GFP), sem homologia com genes de camundongo. A 
síntese in vitro do siRNAFAK e siRNAGFP foi realizada sob domínio do promotor da RNA 
polimerase III T7, utilizando o kit Ampliscribe T7 high yield transcription (Epicentre), de 
acordo com o protocolo do fabricante. 1μL dos RNAs e 1 e 3μg de T7, utilizados como 
padrão para a quantificação, foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1% com 
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brometo de etídeo, em tampão TAE (40mM tris-acetato, 2mM EDTA, pH 8,5), e 
visualizados com luz UV. 
As bandas dos géis foram quantificadas por densitometria óptica através do 
software Scion, e a concentração dos RNAs foi determinada com base no padrão de T7, 
como mostra o gel representativo da Figura 4. 
 
     1μg           3μg         FAKs    FAKas            T7             T7 
Figura 5- Gel representativo da quantificação das fitas de RNA. T7= promotor da RNA 
polimerase III (padrão de quantificação), FAKs = fita de RNA FAK senso, 
FAK as = fita de RNA FAK antisenso.  
 
Após quantificação, quantidades iguais, em μg, das fitas senso e antisenso 
foram incubadas por 5 minutos a 95°C e aneladas por resfriamento lento por 12 horas. O 
siRNA resultante foi armazenado a -20°C. 
 
2.3- Modelo animal 
2.3.1- Injeção na veia caudal de camundongos 
O método de transfecção hidrodinâmica, descrito em Zhang et al. (1999) foi 
empregado neste grupo. Para tanto, 15μg de siRNAFAK dissolvidos em um volume de PBS 
correspondente a 10% da massa do animal foram rapidamente injetados na veia caudal do 
camundongo previamente anestesiados com éter. Camundongos controle foram injetados 
com siRNAGFP. 
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2.3.2- Injeção na veia jugular de camundongos 
Neste grupo, a solução de siRNA foi injetada na veia jugular de camundongos 
Swiss. Para tanto, os camundongos foram anestesiados por via intraperitoneal com mistura 
de cetamina e xilazina.  Em seguida, a região do pescoço foi aberta, a veia jugular direita 
dissecada e introduziu-se uma cânula de polietileno (PE-50 estirada) por onde 300μL de 
solução com diferentes concentrações de siRNA foram infundidas lentamente  
(40μL, intervalo de 5 segundos, mais 40μL e assim por diante) no animal. Uma segunda 
injeção foi feita com 80μL de PBS para lavagem da cânula. Ao final da injeção a cânula foi 
retirada, a jugular ligada e a região da ferida cirúrgica fechada. Após a recuperação 
anestésica os camundongos foram acomodados em gaiolas. Animais controles foram 
injetados com solução siRNAGFP. 
 
2.3.3- Coarctação da aorta 
Os camundongos foram anestesiados por via intraperitoneal com mistura de 
cetamina e xilazina.  Em seguida, a cavidade torácica foi aberta no segundo espaço 
intercostal esquerdo, a croça da aorta foi dissecada e constricta com fio de sutura 7-0 
(Dafilon, B. Braun Melsungen AG, Germany) tendo como guia uma agulha 27G. A 
cavidade torácica foi fechada e após a recuperação anestésica os camundongos foram 
acomodados em gaiolas. Os animais controle foram submetidos à cirurgia fictícia (sham), 
com abertura da cavidade torácica porém, sem constricção da croça da aorta. 
 
2.3.4- Medida de pressão arterial 
Antes da eutanásia, os camundongos foram anestesiados e submetidos à 
monitorização de pressão arterial e do gradiente trans-constricção da aorta através da 
inserção de cateteres de polietileno (PE-50 estirado) nas artérias carótida direita e femoral 
direita, os quais foram acoplados a transdutores de pressão COBE (Avarda, EUA). O sinal 
de pressão arterial foi amplificado por um amplificador GP4A Stemtech (Stemtech, USA), 
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acoplado a um conversor analógico-digital, conectado a um computador contendo o 
programa WINDAQ-PRO (DATAQ Instruments, EUA) para a monitoração hemodinâmica 
contínua e gravação de dados. Os registros hemodinâmicos foram realizados 1, 2, 3, 5, 6, 7, 
10, 12 e 16 semanas após a coarctação da aorta. 
 
2.3.5- Ecocardiografia 
Para avaliar a função do ventrículo esquerdo, camundongos foram submetidos à 
ecocardiografia modo 2D-M, utilizando o aparelho Toshiba PowerVision e o transdutor 
linear 12 MHz. Para tanto, os animais foram anestesiados com a mistura de 5mg/kg de 
xilazina e 100mg/kg de cetamina, de acordo com Roth et al. (2002). O exame foi iniciado 
após 15 minutos da aplicação do anestésico. Cortes tranversais do ventrículo esquerdo, na 
altura dos músculos papilares, foram feitos para medida do septo, parede posterior e 
diâmetro diastólico no final da diástole e diâmetro sistólico no pico da sístole. Cada medida 
foi repetida 3 vezes com arquivo fotográfico das mesmas. 
Os valores de massa (M) do ventrículo esquerdo (mg) foram calculados pela 
fórmula: 
M= [(DDVE+Septo+Parede posterior)3 – DDVE3] * 1,055 
Os valores de fração de encurtamento (%FS) foram calculados pela fórmula:  
%FS= (DDVE-DSVE)/DDVE * 100 
Os valores de volume de ejeção (SV, em μL) foram calculados pela fórmula: 
SV= (DDVE3-DSVE3)/DDVE3 
Onde: 
DDVE: diâmetro diastólico final do ventrículo esquerdo, 
DSVE: diâmetro sistólico final do ventrículo esquerdo. 
Materiais e Métodos 
77
2.4- Coleta de sangue e dosagem de interferon γ no plasma de camundongos 
Para avaliar se o siRNA provocava resposta imunogênica, representada pela 
expressão de interferon gama, foi feita a dosagem do mesmo no plasma de camundongos 
submetidos à infusão de siRNAFAK após 1, 7, 15, 21 e 28 dias. Os animais controle foram 
tratados com siRNAGFP.  
Para tanto, camundongos foram anestesiados por via intraperitoneal com 
tiopental e o sangue foi coletado com capilar heparinizado pela veia retroorbital. O sangue 
foi depositado em eppendorfs contendo 60μL de heparina e incubado por 15 minutos a 
37°C. Após este período, o material foi incubado por 15 minutos 4°C e centrifugado a 4ºC, 
3000 rpm, por 4 minutos. O plasma foi então recolhido e armazenado a -80ºC. As amostras 
hemolizadas foram descartadas. 
A dosagem de interferon γ no plasma foi feita utilizando o kit Endogen Mouse 
INFγ Elisa (Pierce), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante  
 
2.5- Extrato total de proteínas  
Ao final do período experimental, os camundongos foram anestesiados com 
tiopental, a cavidade torácica aberta e o coração, pulmão, fígado e rim foram rapidamente 
removidos e homogeneizados em tampão de extração (100mM Tris-HCl pH 7.4; 100mM 
pirofosfato de sódio; 100mM fluoreto de sódio; 10mM EDTA; 10mM ortovanadato de 
sódio; 2mM PMSF; 0,2 mg/ml aprotinina, 10% Triton-X 100) a 4°C usando o 
homogeneizador tipo Polytron. Após 30 minutos de incubação em gelo, os homogenatos 
foram centrifugados a 4ºC, 11000 rpm, por 20 minutos para remover o material insolúvel e 
o sobrenadante utilizado para os ensaios. A determinação do conteúdo de proteínas totais 
do sobrenadante foi feita pelo método de biureto. 
Após quantificação das proteínas, 400μL de amostra acrescida de 100μL de 
tampão de Laemmli (37,5g/L Tris-base; 2% SDS; 25% β-Mercaptoetanol; 10% glicerol e 
0,01% bromofenol) foram aquecidos a 95°C por 5 minutos e armazenados em biofreezer 
para posterior análise das proteínas por western blotting. 
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2.6- Isolamento de cardiomiócitos de camundongos adultos  
Para avaliar o silenciamento do gene da FAK nos miócitos do coração de 
camundongos após 24 horas da infusão de siRNA, estas células foram isoladas através de 
um método modificado do originalmente publicado por Fonseca et al. (2005). Os 
camundongos foram tratados com heparina (500UI) e anestesiados por via intraperitoneal 
com mistura de cetamina e xilazina.  Para a perfusão retrógrada, a região do pescoço foi 
aberta, a aorta dissecada e introduziu-se uma cânula de polietileno (PE-50 estirada), a qual 
estava conectada a uma bomba de infusão (Kd Scientific). Em seguida, a cavidade torácica 
foi aberta e o átrio direito foi cortado, iniciando a infusão com 30mL de tampão de infusão 
(tampão Krebs-Henseleit modificado (118mM NaCl, 25mM NaHCO3, 1,2mM KH2PO4, 
4,7mM KCl, 1,2mM MgSO4, 10mM Hepes free acid, 10mM glicose) 1g/L BSA, 1mL/L 
heparina, 0,1mL/L insulina, 0,3 mg/mL colagenase tipo 1A (467 UI/mg)), a 2,2mL/minuto. 
Após este período, quando o coração encontrava-se flácido e pálido, este foi retirado do 
animal e picotado com tesoura, o máximo possível, em tampão Krebs-Henseleit modificado 
acrescido de 1mg/mL de BSA. A suspensão celular foi filtrada em gaze e as células 
observadas em microscópio convencional. Só foram notados cardiomiócitos, com ausência 
de outros tipos celulares. 
Os cardiomiócitos foram sedimentados por centrifugação a 4ºC, 3000 rpm, por 
5 minutos. O pellet foi ressuspendido em 10mL de meio DMEM acrescido de 10% SFB e 
1% penicilina/estreptomicina e transferido para placa de cultura. Após 2 horas em estufa de 
5% CO2 a 37°C, as células não aderentes correspondentes aos cardiomiócitos foram 
homogeneizadas em tampão de extração (100mM Tris-HCl pH 7.4; 100mM pirofosfato de 
sódio; 100mM fluoreto de sódio; 10mM EDTA; 10mM ortovanadato de sódio; 2mM 
PMSF; 0,2 mg/ml aprotinina, 10% Triton-X 100) a 4°C pela passagem por agulha de 
insulina. Após 30 minutos de incubação em gelo, os homogenatos foram centrifugados a 
4ºC, 11000 rpm, por 20 minutos para remover o material insolúvel e o sobrenadante 
utilizado para os ensaios. A determinação do conteúdo de proteínas totais do sobrenadante 
foi feita pelo método de Lowry. 
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Após quantificação das proteínas, 200μL de amostra acrescida de 50μL de 
tampão de Laemmli (37,5g/L Tris-base; 2% SDS; 25% β-Mercaptoetanol; 10% glicerole 
0,01% bromofenol), foram aquecidos a 95°C por 5 minutos e armazenados em biofreezer 
para posterior análise das proteínas por western blotting. 
 
2.7- Isolamento de fibroblastos de coração de camundongos adultos  
Para avaliar o silenciamento do gene da FAK e a expressão de MMP-2 nos 
fibroblastos cardíacos de camundongos após a infusão de siRNA, estas células foram 
isoladas de acordo com Barreto-Chaves et al. (2001). Camundongos foram anestesiados por 
via intraperitoneal com mistura de cetamina e xilazina. O coração foi rapidamente 
removido, colocado em PBS gelado acrescido de antibióticos  
(0,5% penicilina-estreptomicina) e os ventrículos foram cortados em pequenos pedaços. 
Para digestão, os fragmentos foram incubados em 4mL de tampão de digestão  
(0,584 mg/mL colagenase 1A (467 UI/mg), 1 mg/mL tripsina, 1μg/mL BSA, 1% 
penicilina/estreptomicina em PBS) a 37°C, sob agitação, por 20 minutos. O sobrenadante 
foi coletado, adicionou-se 0,5mL soro fetal bovino (SFB) e a suspensão celular foi 
centrifugada a 37ºC, 3000 rpm, por 10 minutos. O pellet, que contém os fibroblastos, foi 
ressuspendido em 1mL de meio de cultura DMEM acrescido de 10% SFB, transferido para 
placa de cultura e mantido em estufa de 5% CO2 a 37°C. O processo de digestão foi 
repetido até que todo o tecido fosse processado.  
Ao final do processo de digestão, as placas de cultura foram mantidas na estufa 
por 2 horas, permitindo que apenas os fibroblastos adiram na placa. Após este período, o 
meio de cultura foi removido, a placa lavada com PBS gelado e os fibroblastos aderidos 
foram extraídos com tampão de extração (100mM Tris-HCl pH 7.4; 100mM pirofosfato de 
sódio; 100mM fluoreto de sódio; 10mM EDTA; 10mM ortovanadato de sódio; 2mM 
PMSF; 0,2 mg/ml aprotinina, 10% Triton-X 100) a 4°C pela passagem por agulha de 
insulina. Após 30 minutos de incubação em gelo, os homogenatos foram centrifugados a 
4ºC, 11000 rpm, por 20 minutos para remover o material insolúvel e o sobrenadante 
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utilizado para os ensaios. A determinação do conteúdo de proteínas totais do sobrenadante 
foi feita pelo método de Lowry. 
Após quantificação das proteínas, 200μL de amostra acrescida de 50μL de 
tampão de Laemmli (37,5g/L Tris-base; 2% SDS; 25% β-Mercaptoetanol; 10% glicerol e 
0,01% bromofenol) foram aquecidos a 95°C por 5 minutos e armazenados em biofreezer 
para posterior análise das proteínas por western blotting. 
 
2.8- Western Blotting 
As amostras de proteínas normalizadas foram submetidas à eletroforese  
SDS-PAGE em gel de acrilamida 8% em tampão de corrida (4X: 200mM Tris-HCl; 
7,18mM EDTA; 0,4% SDS; 1,52M glicina). A eletrotransferência das proteínas do gel para 
a membrana de nitrocelulose foi realizada por 90 minutos a 120V, utilizando tampão de 
transferência (25mM Tris-HCl; 20% metanol; 0,02% SDS; 192mM glicina). 
A membrana foi incubada por 30 minutos, a temperatura ambiente, em tampão 
de bloqueio (5% leite em pó desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02% Tween 20) para 
minimizar ligação inespecífica dos anticorpos e depois lavadas por 15 minutos em solução 
basal (10mM Tris-HCl; 150mM NaCl; 0,05% Tween 20). 
Para a imunomarcação, as membranas foram incubadas com os anticorpos  
anti-FAK (diluição 1:1000), anti-pFAK 397 (diluição 1:2000), anti-miosina  
(diluição 1:1000), anti-PYK2 (diluição 1:1000), anti-vimentina (diluição 1:1000),  
anti MMP-2 (diluição 1:1000), e anti-ERK1/2 (diluição 1:1000) em tampão de anticorpo 
(3% leite em pó desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02% Tween 20) durante toda a 
noite, a 4°C. 
Após serem lavadas por 15 minutos em solução basal, as membranas foram 
incubadas com 5μCi de (30μCi/μg) em 10 ml de tampão de iodo (1% leite em pó 
desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02% Tween 20)  por 6 horas, em temperatura 
ambiente, para a imunodetecção. Após este período, as membranas foram novamente 
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lavadas por 15 minutos em solução basal e postas para secar a temperatura ambiente. A 
proteína A [125I] ligada aos anticorpos específicos foi detectada por autoradiografia em 
filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY).  
As bandas dos filmes foram quantificadas por densitometria óptica através do 
software Scion. Na análise de expressão de FAK, foi utilizado o valor lido de FAK 
normalizado pelo valor de miosina (padrão interno). 
 
2.9- Northern Blotting  
Northern blotting foi realizado para avaliar a expressão de RNAm do gene da 
FAK em corações de camundongos após tratamento com siRNAFAK ou siRNAGFP, em 
diversos períodos experimentais. 
 
2.9.1- Extração de RNA de tecido cardíaco 
Ao final do período experimental, os camundongos foram anestesiados com 
tiopental, a cavidade torácica aberta e o coração rapidamente removido e congelado em 
nitrogênio líquido. O RNA total foi extraído utilizando Trizol, de acordo com o protocolo 
fornecido pelo fabricante. O RNA foi quantificado em espectrofotômetro a 260nm.  
 
2.9.2- Avaliação da integridade do RNA 
Após a quantificação, 0,5μg de RNA total foi submetido à eletroforese em gel 
desnaturante (1,2% agarose, MOPS 1x, 2,2M formaldeído em água DEPC). Cada amostra 
teve seu volume elevado até 5μL com água DEPC e foram adicionados 5μL de tampão de 
corrida MOPS 10X (0,4M ácido 3-N-morfolino-propanosulfônico pH 7; 0,1M acetato de 
sódio e 0,01M EDTA), 9μL de 12,3M formaldeído, 25μL de formamida deionizada e 10μL 
de tampão de aplicação (1mM EDTA, 0,25% azul de bromofenol, 0,25% xilenocianol, 50% 
glicerol, 0,2μg/mL brometo de etídeo). As amostras foram incubadas a 60°C por 15 
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minutos e aplicadas no gel. Após a corrida (5V/cm), o gel foi exposto à luz UV e 
fotografado. 
A Figura 5 mostra um gel representativo de bandas de RNA que, quando 






Figura 6- Gel desnaturante representativo da integridade de RNA total. 
 
2.9.3- Preparo da Sonda  
A sonda marcada com [α-32P]-dATP para o RNAm da FAK (AB030035) foi 
gerada através da reação de RT-PCR para a FAK, utilizando primers específicos.  
Para a reação de PCR foram adicionados:  
• 1,5μL de cDNA de coração de camundongo; 
• 2μL de 10x PCR buffer,  
• 0,5μL de MgCl2 50mM,  
• 3μL de dNTP-ATP 10mM,  
• 1μL de [α-32P]-dATP, 
• 1μL de primer S 10μM,  
• 1μL de primer AS 10μM, 
• 0,5μL de Taq DNA polimerase  
• 9,5μL de água milliQ,  
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Foram realizados 40 ciclos de amplificação, com a temperatura de anelamento 
de 51°C. O amplicon de FAK gerado possuia 110pb. A reação foi incubada por 10 minutos 
a 95°C para desnaturar a sonda antes do uso. 
 
2.9.4- Northern Blotting 
A 15μg de RNA total dissolvidos em 11μL de água DEPC foram adicionados 
5μL de tampão de corrida MOPS 10X (0,4M ácido 3-N-morfolino-propanosulfônico pH 7; 
0,1M acetato de sódio e 0,01M EDTA), 9μL de 12,3M formaldeído, 25μL de formamida 
deionizada e 10μL de tampão de aplicação (1mM EDTA, 0,25% azul de bromofenol, 
0,25% xilenocianol, 50% glicerol, 0,2μg/mL brometo de etídeo). A solução foi incubada 
por 20 minutos a 60°C. Após breve centrifugação, as amostras de RNA foram aplicadas em 
gel de agarose em condições desnaturantes (1% agarose, tampão de corrida MOPS 1X, 
2,2M formaldeído) e submetidas à eletroforese a 80V por aproximadamente 3 horas. Após 
a corrida, o gel foi corado em solução de brometo de etídeo e as bandas de RNA foram 
visualizadas e fotografadas com luz UV.  
O RNA foi transferido para membrana de nylon Hybond (Amersham) por 
capilaridade em tampão SSC 10X (1,5M NaCl; 0,15M ácido cítrico pH 7) e fixado à 
membrana através de UV cross-linking. A membrana foi pré-hibridizada em solução de 
hibridização (50% formamida deionizada, SSC 6X, solução de Denhardt 5X [0,1% Ficoll 
400, 0,1% polivinilpirrolidona, 1mg/mL albumina sérica bovina], 1% SDS e 500μg/mL de 
DNA de esperma de salmão desnaturado) por 6 horas a 42°C em forno de hibridização.  
Aproximadamente 20ng da sonda foi desnaturada a 95°C e adicionada à 
solução de hibridização. A membrana foi hibridizada por 16 horas a 42°C e depois lavada 
em solução SSC 2X-SDS 0,5% por 15 minutos a temperatura ambiente; em solução SSC 
0,1X-SDS 0,5% por 30-45 minutos a 65°C. Após a lavagem, a membrana foi envolta em 
uma folha de PVC e exposta a um filme Hyperfilm MP (Amersham) a -80°C por 12 horas.  
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As bandas dos filmes foram quantificadas por densitometria óptica através do 
software Scion. Na análise de expressão de RNAm da FAK, foi utilizado o valor lido de 
FAK normalizado pelo valor da banda de RNA ribossômico 18S.  
 
2.10- Zimografia 
Para avaliar a atividade de metaloproteinase 2 (MMP-2) no miocárdio ao final 
do período experimental, os camundongos foram anestesiados com mistura de cetamina e 
xilazina, a cavidade torácica aberta e o coração foi rapidamente removido, congelado em 
nitrogênio líquido e homogeneizado em tampão de extração (50mM Tris-HCl pH 7.4; 0,2M 
NaCl, 0,1% Triton-X 100, 10mM CaCl2 e 10μL/mL de inibidor de proteases Sigma), na 
proporção de 30mg tecido/ 100μL de tampão de extração, usando o homogeneizador tipo 
Polytron. Após 2 horas de incubação em gelo, os homogenatos foram centrifugados a 4ºC, 
4000 rpm, por 20 minutos para remover o material insolúvel e o sobrenadante foi coletado. 
Para aumentar o rendimento da extração de MMPs, o material insolúvel foi ressuspendido 
em 1/3 do volume de tampão de extração utilizado na primeira extração, aquecido a 60ºC 
por 5 minutos e centrifugado a 4ºC, 4000 rpm, por 20 minutos para remover o material 
insolúvel. O sobrenadante foi coletado e misturado ao produto da primeira extração e este 
material foi utilizado nos ensaios.  
A determinação do conteúdo de proteínas totais das amostras foi feita pelo 
método de Bradford. Após quantificação das proteínas, as amostras foram diluídas em 
concentração final de 5μg/μL para diminuir a interferência da concentração de sais do 
tampão de extração na atividade das MMPs. Para os ensaios, foram utilizados 5μL de 
amostra (25μg de proteínas totais) acrescido de 10μL de tampão de amostra não 
desnaturante (0,0875M Tris-HCl pH 6.8; 2% SDS; 25% glicerol e 0,01% bromofenol)  
As amostras de proteínas normalizadas foram submetidas à eletroforese SDS-
PAGE em gel de acrilamida 10% acrescido de gelatina 0,1% (substrato para MMP 2) em 
tampão de corrida (4X: 200mM Tris-HCl; 7,18mM EDTA; 0,4% SDS; 1,52M glicina) a 
100V, no gelo.  
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Após a eletroforese, o gel foi lavado duas vezes com tampão de lavagem 
(100mM Tris-HCl, 2,5% Triton-X 100) por 20 minutos  a 37°C. Logo após, foi lavado duas 
vezes com tampão de incubação (50mM Tris-HCl pH 7,4, 0,1M NaCl, 1M CaCl2, 0,02% 
NaN3) por 15 minutos a 37°C e incubado por 20-24 horas em tampão de incubação a 37°C 
com agitação, para desenvolver a atividade de MMPs. 
Após esta incubação, o gel foi corado com solução de comassie blue (0,1% 
comassie blue R-250, 50% metanol, 10% ácido acético glacial) por 1-2 horas e descorado 
em solução descorante (30% etanol, 10% ácido acético glacial) até a visualização das 
bandas das MMPs, correspondentes ao consumo de gelatina no gel. Os zimogramas foram 
digitalizados e as bandas correspondentes à atividade proteolítica das MMPs foram 
quantificadas por densitometria óptica através do software Scion. 
 
2.11- Método de hidroxiprolina 
Para avaliar a conteúdo total de colágeno no miocárdio ao final do período 
experimental, os camundongos foram anestesiados com mistura de cetamina e xilazina, a 
cavidade torácica aberta e o coração foi rapidamente removido. 20-30mg da parede livre do 
ventrículo esquerdo foram coletados, cortados em pequenos fragmentos e hidrolisados em 
3mL de HCl 6N, a 130°C por 4 horas. Após resfriado, 5μL da amostra foram diluídos para 
volume final de 2mL em água e incubado com 1mL de solução de cloramina T (14,1mg/mL 
cloramina T, 10% n-propanol, 80% tampão pH6.0 (50g/L ácido cítrico, 1,2% ácido acético 
96%, 120g/L acetato de sódio, 34g/L de hidróxido de sódio) a temperatura ambiente por 20 
minutos. Após estes período, foi adicionado 1mL de solução de ácido perclórico/aldeído 
(150mg/mL p-dimetilamino benzaldeído, 60% n-propanol, 26% ácido perclórico 60%), 
agitado vigorosamente e incubado em banho maria a 60°C por 15 minutos. As amostras 
foram resfriadas e foi realizada a leitura colorimétrica em espectrofotômetro a 550nm.  
Paralelamente, foi feita uma curva padrão de hidroxiprolina (figura 6), variando 
a concentração no intervalo de 0,1 a 3 μg/mL, que serviu como referência para o cálculo do 
conteúdo de hidroxiprolina no miocárdio. Os dados são apresentados como μg 
hidroxiprolina/mg tecido fresco. 
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 Figura 7- Curva padrão de hidroxiprolina. 
 
2.12- RT-PCR 
RT-PCR foi realizado para avaliar a expressão do marcador molecular de 
hipertrofia cardíaca β-MHC no VE de camundongos tratados com siRNA e submetidos à 
sobrecarga pressórica crônica por diferentes períodos experimentais. 
 
2.12.1- Extração de RNA de tecido cardíaco 
Ao final do período experimental, os camundongos foram anestesiados com 
tiopental, a cavidade torácica foi aberta e o VE rapidamente removido e congelado em 
nitrogênio líquido.  O RNA total foi extraído utilizando Trizol, de acordo com o protocolo 
do fabricante. O RNA foi eluído em 20μL de água DEPC por 10 minutos a 65°C e 
quantificado em espectrofotômetro a 260nm. A avaliação da integridade do RNA foi feita 
como descrito em 10.2. 
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2.12.2- Reação de RT-PCR multiplex em uma etapa 
Foram feitas reações de RT-PCR multiplex, onde é possível utilizar mais de um 
par de primers específicos na mesma reação e, assim, minimizar erros devidos a reações de 
RT-PCR feitas em eppendorfs diferentes, erros de pipetagem, diferença na eficácia das 
enzimas nas reações, entre outros. Desta maneira, foi feita a reação multiplex de β-MHC e 
GAPDH (controle interno). O gene de GAPDH foi escolhido para a normalização dos 
resultados (controle interno), uma vez que a literatura mostra que GAPDH é um gene 
housekeeping que tem sido utilizado extensivamente em estudos de expressão gênica em 
hipertrofia cardíaca (WINER et al., 1999), mantendo seus níveis de expressão constante 
durante os ensaios de sobrecarga pressórica.  
Assim, o protocolo envolveu a síntese de cDNA (transcrição reversa) a partir de 
RNA total, com o uso da enzima de transcrição reversa SuperScriptII e primers específicos, 
e a amplificação (PCR) em uma mesma reação.  
 
2.12.2.1- Multiplex β-MHC e GAPDH 
Para a reação de RT-PCR foram adicionados:  
• 50ng RNA total; 
• 25ng primer GAPDH s,  
• 25ng primer GAPDH as,  
• 50ng primer β-MHC s,  
• 50ng primer β-MHC as,  
• 1μL dNTP 40mM,  
• 10μL 5x first strand buffer, 
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• 1μL de Super Script II (diluída 1:16), 
• 0,5μL de Taq DNA polimerase, 
• H2O milli Q autoclavada para 50μL.  
A reação foi incubada por 15 minutos a 42°C para a transcrição reversa e 
posteriormente foram realizados 30 ciclos de amplificação, com a temperatura de 
anelamento de 47°C, de acordo com a curva de padronização mostrada na figura 7.  Os 
fragmentos resultantes foram submetido à eletroforese em gel de agarose 2% com brometo 
de etídeo, em tampão TAE (40mM tris-acetato, 2mM EDTA, pH 8,5), e visualizados com 
luz UV. O amplicon de β-MHC possui cerca de 200pb e o de GAPDH cerca de 300pb.  
 
Figura 8- Padronização da reação de RT-PCR para a expressão dos genes de β-MHC e 
GAPDH em coração de camundongos. Exemplos representativos de produtos de 
PCR utilizando primers específicos para β-MHC e GAPDH e diferentes ciclos 
de amplificação. 
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As bandas dos géis de PCR foram quantificadas por densitometria óptica 
através do software Scion. Na análise de expressão de β-MHC, foi utilizado o valor lido de 
β-MHC normalizado pelo valor de GAPDH (padrão interno). 
 
2.13- Análise histológica 
Para a análise morfométrica e de fibrose, corações de camundongos foram 
fixados em formalina 10% por 24 horas e secções histológicas foram desparafinizadas, 
hidratadas e coradas com tricrômico de Masson, conforme etapas abaixo: 
• Hematoxilina de Groat – 5 a 10 minutos 
• Lavar em água corrente e depois em água acidificada 1% 
• Rouge Malloty – 10 a 15 minutos 
• Lavar em água acidificada 1% 
• Passar em ácido fosfomolíbdico 10% 
• Passar em água acidificada 1% 
• Verde luz – 13 a 15 minutos 
As secções foram desidratadas, montadas em bálsamo sintético Entellan e 
observadas em microscópio de luz convencional. 8 campos por seccção foram digitalizados 
na magnitude de 400x. Os diâmetros de 60 miócitos cardíacos foram mensurados ao acaso, 
utilizando-se uma régua calibrada acoplada ao microscópio. As áreas de fibrose, indicadas 
pela coloração verde, foram quantificadas pelo software Bio Color Scanner 2 Pro. Os dados 
de fibrose são apresentados como a razão entre a área do interstício e a área total do 
miocárdio. 
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2.14- Imunohistoquímica  
Para análise da localização da expressão da FAK no miocárdio, corações de 
camundongos foram fixados em formalina 10% por 24 horas e secções histológicas foram 
desparafinizadas, hidratadas e tiveram a peroxidase endógena bloqueada por 3 incubações 
de 3 minutos em solução de H2O2 10%. As lâminas foram lavadas com PBS e procedeu-se a 
recuperação antigênica pela incubação por 30 minutos a 95°C em tampão citrato 10mM 
pH6.0. As lâminas foram lavadas em PBS, incubadas com solução de bloqueio (5% BSA 
em 0,1M PBS) por 45 minutos a temperatura ambiente, seguido de incubação com solução 
de anticorpo anti-FAK em BSA 1%, na diluição 1:50,  a 4°C por toda a noite.  
As lâminas foram lavadas com PBS e incubadas por 1 hora a 37°C com o 
sistema Envision peroxiadase (Dako). Após este período, as lâminas foram lavadas em PBS 
e o incubadas por 5 minutos a 37°C em solução de DAB (60mg de DAB em 100mL PBS a 
37°C, 1,5mL H2O2 10% e 1mL DMSO). As lâminas foram lavadas em água corrente e 
contracoradas com hematoxilina de Mayer por 10 a 30 segundos. Em seguida, foram 
lavadas, passadas em água amoniacal e em água corrente. As secções foram desidratadas, 
montadas em bálsamo sintético Entellan e observadas em microscópio de luz convencional. 
A especificidade do anticorpo secundário foi testada em experimentos de 
controle negativo. Na ausência de anticorpo primário, a aplicação de anticorpo secundário 
falha na produção de coloração significativa. 
 
2.15- Análise estatística 
Os resultados obtidos foram apresentados como média±erro padrão. Os valores 
foram comparados empregando-se ANOVA (one way), seguida pelo teste post hoc de 
Bonferroni. Valores de P<0,05 foram considerados com significância estatística. 























3.1- Padronização do silenciamento gênico da FAK no miocárdio de camundongos por 
iRNA 
Foram realizados experimentos de padronização do modelo de interferência por 
RNA para o silenciamento gênico da FAK no miocárdio de camundongos. Para isso, 
experimentos preliminares com camundongos Swiss normais foram realizados para 
avaliação da eficiência do silenciamento em resposta a diferentes doses de siRNA e vias de 
administração. Posteriormente, foram avaliados o curso temporal do silenciamento no 
miocárdio, o silenciamento da FAK em miócitos e fibroblastos cardíacos isolados, efeitos 
inespecíficos, off-targets e o silenciamento da FAK em outros tecidos. 
 
3.1.1- Ensaios dose-resposta 
Ensaios do tipo dose-resposta foram realizados para estimar a dose adequada de 
siRNAFAK capaz de silenciar eficientemente a FAK no miocárdio de camundongos. Para 
isso, camundongos tiveram a veia jugular direita canulada e foram tratados com injeções 
lentas de 5, 15 ou 30μg de siRNAFAK diluídos em 300μL de PBS (VH). Os animais 
controle foram tratados somente com PBS. Após 1 dia da injeção, os animais foram 
sacrificados e a expressão da FAK no miocárdio foi avaliada por western blotting 
utilizando anticorpo específico anti-FAK. A Figura 9 mostra os resultados de dose-resposta 
de siRNAFAK  no silenciamento gênico da FAK.  As amostram foram normalizadas pelos 
valores densitométricos de miosina cardíaca. Observa-se que, em relação aos animais 
controles, 24 horas após a administração de 5μg de siRNAFAK houve um silenciamento da 
FAK de 47%, enquanto que a injeção de 15μg de siRNAFAK levou a um silenciamento de 
72%. Contudo, a injeção 30μg de siRNAFAK resultou em um silenciamento de apenas de 
42%. Especulamos que o menor efeito observado em concentração mais elevada de solução 
de siRNAFAK seja devido à agregação das moléculas de siRNA, dificultando a absorção 
celular. Com base nestes resultados, os experimentos com camundongos coarctados foram 
conduzidos com a dose de 15μg de siRNAFAK em 300μL de PBS. 
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 Figura 9- Ensaio dose-resposta para siRNAFAK. 
A-  Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de corações 
de camundongos e anticorpos anti-FAK e anti-miosina. 
B- Valores médios da quantidade de proteínas marcadas com FAK normalizada 
pela quantidade de miosina em miocárdio de camundondos. VH: controle 
PBS. N=4. *P<0/05 em relação ao VH. 
 
3.1.2- Padronização da velocidade de injeção 
Foram avaliados dois tipos de injeção: uma rápida e outra lenta (em pequenos 
bolus). Na injeção rápida, 15μg de siRNAFAK diluídos em 50μL de PBS foram injetados de 
uma só vez na veia jugular direita de camundongos. Na injeção lenta, 15μg de siRNAFAK 
diluídos em 300μL de PBS foram injetados lentamente na veia jugular direita de 
camundongos, sendo injetados 40μL a cada intervalo de 5 segundos. Os animais controle 




Os camundongos foram sacrificados 24 horas após a injeção de siRNAFAK e a 
expressão de FAK  foi avaliada por western blotting (Figura 10). As amostram foram 
normalizadas pelos valores densitométricos de miosina cardíaca. Como demonstrado na 
Figura 10, a injeção lenta de 15μg de siRNAFAK resultou em uma redução de 72% na 
expressão da FAK no miocárdio, em relação ao controle, enquanto que a injeção rápida 
levou a um silenciamento de 29%. Como conseqüência deste resultado, optamos pela 
utilização da injeção lenta nos experimentos de iRNA.  
 
Figura 10- Padronização da velocidade de injeção de siRNA em camundongos. 
A-  Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de corações 
de camundongos e anticorpos anti-FAK e anti-miosina. VH: controle PBS, 
LT: injeção lenta de siRNA, RP: injeção rápida de siRNA. 
B- Valores médios da quantidade de proteínas marcadas com FAK normalizada 
pela quantidade de miosina em miocárdio de camundondos. N=6. *P<0/05 




3.1.3- Vias de administração de siRNA  
A injeção hidrodinâmica pela veia caudal de camundongos é um método 
amplamente utilizado na literatura para a administração de siRNAs. Ensaios deste tipo 
foram realizados para comparar a eficiência de silenciamento gênico da FAK no miocárdio 
com os obtidos anteriormente pela injeção na veia jugular. Camundongos foram tratados 
com 15μg de siRNAFAK diluídos em 3mL de PBS administrados pela veia caudal. Animais 
controle foram tratados com 15μg de siRNAGFP diluídos em 3mL de PBS. Um dia após a 
injeção, os animais foram sacrificados e a expressão de FAK foi avaliada no miocárdio por 
western blotting utilizando anticorpo específico anti-FAK. De acordo com a Figura 11, 
podemos concluir que esta via de administração (veia caudal) é ineficaz para o 
silenciamento da FAK no miocárdio e, desta maneira, optamos pela utilização da veia 
jugular. 
 
Figura 11- Injeção hidrodinâmica de siRNAFAK via veia caudal em camundongos. 
Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de corações 
de camundongos e anticorpo anti-FAK. N=4.  
 
3.1.4- Curso temporal do silenciamento do gene da FAK  
Para avaliar o curso temporal do silenciamento da FAK no miocárdio, 
camundongos tiveram a veia jugular direita canulada e foram tratados com 15μg de 
siRNAFAK em 300μL de PBS ou 15μg de siRNAGFP em 300μL PBS. Animais controle 
foram tratados somente com PBS (VH). Após 1, 7, 15, 21 e 28 dias da infusão de 
siRNAFAK, os animais foram sacrificados e a expressão protéica da FAK no miocárdio foi 
avaliada por western blotting assim como o RNAm por northern blotting. 
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A Figura 12 A-B apresenta os resultados de western blotting. As amostras 
foram normalizadas pelos valores densitométricos de miosina cardíaca. Podemos observar 
que, em relação aos animais controle (VH), houve um silenciamento do gene da FAK em 
torno de 72% no primeiro dia após a injeção de 15μg de siRNAFAK, ocorrendo redução 
gradativa do silenciamento até o retorno aos níveis normais após 28 dias da injeção  
(7 dias- 41%, 15 dias- 41%, 21 dias- 10%). Como esperado, não foi observada alteração da 
expressão gênica de FAK no miocárdio de camundongos tratados com siRNAGFP.  
A Figura 12C-E apresentam os resultados obtidos por northern blotting. As 
amostram foram normalizadas pelos valores densitométricos de RNA ribossômico 18S. 
Podemos observar que, em relação aos animais controle (VH), houve uma redução na 
quantidade de RNAm da FAK em torno de 70% no primeiro dia após a injeção de 15μg de 
siRNAFAK, ocorrendo redução gradativa do silenciamento até o retorno aos níveis normais 
após 21 dias da injeção (7 dias- 37%, 15 dias- 40%). Novamente, não observamos 




 Figura 12- Curso temporal do silenciamento do gene da FAK no miocárdio de 
camundongos. 
A-  Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de corações 
de camundongos e anticorpo anti-FAK e anti-miosina. 
B- Valores médios da quantidade de proteínas marcadas com FAK normalizada 
pela quantidade de miosina em miocárdio de camundondos. N=6. *P<0/05 
em relação ao VH. 
C-  Exemplos representativos de northern blotting realizados com RNA total de 
corações de camundongos e sonda para RNAm de FAK.   
D- Valores médios da quantidade de RNAm de FAK normalizada pela 
quantidade de RNA ribosômico 18S em miocárdio de camundondos. VH: 
controle PBS, N=3. *P<0/05 em relação ao VH. 
E- Gel desnaturante representativo da integridade de RNA total. 
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3.1.5- Análise do silenciamento do gene da FAK em cardiomiócitos e fibroblastos 
isolados de camundongos adultos 
Uma vez que a administração sistêmica de siRNA pode silenciar o gene da 
FAK nos diversos tipos celulares do miocárdio, foi examinado se o knockdown da FAK 
ocorria de modo efetivo nos cardiomiócitos e fibroblastos cardíacos de camundongos 
tratados com siRNAFAK. Assim, camundongos foram tratados com 15μg de siRNAFAK em 
300μL de PBS e , após 24 horas, estes tipos celulares foram isolados do coração, como 
descrito em métodos. A expressão da FAK foi avaliada por western blotting utilizando 
anticorpo específico anti-FAK.  Animais controle foram tratados somente com PBS. Como 
mostra a Figura 13, houve um decréscimo significativo da expressão de FAK nos 
cardiomiócitos (~80%) e fibroblastos cardíacos (~63%) após o tratamento com siRNAFAK, 
comparável aos dados de miocárdio total. 
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 Figura 13- Silenciamento do gene da FAK em células cardíacas isoladas de camundongos 
adultos. 
A-  Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de 
cardiomiócitos isolados de camundongos tratados com PBS (VH) ou 
siRNAFAK, e anticorpo anti-FAK e anti-miosina.  
B- Valores médios da quantidade de proteínas marcadas com FAK normalizada 
pela quantidade de miosina em cardiomiócitos isolados de corações de 
camundongos adultos. VH: controle PBS. N=4. *P<0/05 em relação ao VH. 
C- Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de 
fibroblastos isolados de camundongos tratados com PBS ou siRNAFAK, e 
anticorpo anti-FAK e anti-vimentina.  
D- Valores médios da quantidade de proteínas marcadas com FAK normalizada 
pela quantidade de vimentina em fibroblastos isolados de corações de 






3.1.6-  Controles do modelo de iRNA no miocárdio em camundongos  
3.1.6.1- Análise da especificidade do siRNAFAK - off-targets 
A especificidade do siRNA da FAK foi avaliada através de duas abordagens 
diferentes:   
1) Avaliação da expressão de uma proteína não regulada direta ou 
indiretamente pela proteína de interesse: esta informação é relacionada com a 
especificidade da sequência de oligonucleotídeos do siRNAFAK ao RNAm da FAK. O 
silenciamento gênico de outras proteínas além da FAK por siRNAFAK é denominado de  
off-target e não é desejado. 
2) Avaliação dos efeitos de siRNA irrelevante (siRNAGFP): neste caso é 
utilizado um siRNA com sequência complementar a nenhuma proteína encontrada nas 
células de mamíferos, GFP. A informação obtida por estes ensaios permite mostrar que o 
silenciamento gênico da FAK por siRNAFAK ocorre de maneira sequência-específica e não 
apenas pela absorção celular de um siRNA.  
No primeiro caso, avaliamos a expressão de PYK2, miosina e ERK ½, 
apresentado na Figura 14. Como os níveis de expressão destas proteínas foram mantidos 
inalterados após a injeção de siRNAFAK durante todo o curso temporal estudado, podemos 
sugerir que o  siRNAFAK é específico no silenciamento do gene da FAK não ocorrendo o 
fenômeno conhecido como off-target . Como já demonstrado, utilizamos a expressão de 
miosina como controle interno para normalização das variações da expressão da FAK nos 
ensaios.  
No segundo caso, repetimos os experimentos de curso temporal comparando os 
efeitos de siRNAFAK  e siRNAGFP sobre a expressão da FAK no miocárdio de 
camundongos. Os resultados mostrados anteriormente na Figura 12 indicam que o 
tratamento com siRNAGFP  não causa mudanças na expressão do gene da FAK e, assim, 




 Figura 14- Avaliação de off-targets de siRNAFAK no coração de camundongos. 
A-  Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de corações 
de camundongos 1 dia após o tratamento com siRNAFAK ou siRNAGFP e 
anticorpo anti-PYK2. Gel corado com Comassie blue representativo do 
loading de proteínas. N=4. 
B- Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de corações 
de camundongos 1 a 28 dias após a injeção de siRNAFAK ou siRNAGFP e 
anticorpos anti-miosina e anti-ERK 1/2. N=6. 
 
3.1.6.2- Indução de resposta não específica - Interferon 
Um problema em potencial com a utilização da estratégia de iRNA em 
mamíferos é a indução de resposta imunogênica, via interferon,  uma vez que esta resposta 
é ativada por RNAs de fita dupla que aparecem como intermediários na replicação de vírus 
(LEUNG & WHITTAKER, 2005).  Quando esta resposta é ativada, há a inibição global e 
inespecífica da tradução de proteínas, influenciando os efeitos obtidos pela administração 
de siRNAFAK no miocárdio 
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Desta maneira, a concentração de interferon gama circulante no plasma de 
camundongos que receberam 15μg de siRNAFAK ou siRNAGFP por Elisa. Animais controle 
foram tratados somente com PBS (VH). Como mostrado na Figura 15, injeções de 
siRNAFAK ou siRNAGFP não induziram mudanças significativas no nível de interferon gama 
circulante de camundongos durante os vários períodos experimentais estudados. 
 
Figura 15- Dosagem de interferon gama circulante no plasma de camundongos submetidos 
à injeção de siRNAFAK ou siRNAGFP nos vários dias experimentais. VH: 
controle PBS. N=9. 
 
3.1.6.3- Efeito sobre o crescimento de camundongos 
Visando a aplicação terapêutica de um siRNA, sua toxicidade pode ser avalida 
em um primeiro momento por efeitos que se refletem no crescimento e massa corpórea dos 
animais. Assim, os camundongos que receberam 15μg de siRNAFAK tiveram seu peso 
corporal acompanhado por 28 dias. A Figura 16 mostra que o peso corporal dos animais 




 Figura 16- Curva de crescimento de camundongos tratados com PBS ou siRNAFAK por 
diferentes períodos experimentais. N=15. 
 
3.1.7- Análise do efeito do siRNAFAK na expressão da FAK em outros órgãos  
Para avaliar o efeito do siRNAFAK na expressão da FAK nos pulmões, rim e 
fígado, camundongos tiveram a veia jugular direita canulada e foram tratados com 15μg de 
siRNAFAK em 300μL de PBS. Animais controle foram tratados somente com PBS (VH). 
Após 1, 7, 15, 21 e 28 dias da infusão de siRNAFAK, os animais foram sacrificados e a 
expressão protéica da FAK foi avaliada por western blotting. 
Como apresentado na Figura 17 A-B, em relação aos animais controle, houve 
um silenciamento do gene da FAK em torno de 70% nos pulmões no primeiro dia após a 
injeção de 15 μg de siRNAFAK, ocorrendo redução gradativa do silenciamento até o retorno 
aos níveis normais após 28 dias da injeção (7 dias- 43%, 15 dias- 30%). Nos rins  
(Figuras 17 C e D), em relação aos animais controle, houve um silenciamento do gene da 
FAK em torno de 30% no primeiro e sétimo dia após a injeção de 15 g de siRNAFAK, 
ocorrendo o retorno dos níveis de expressão normais da FAK a partir do dia 15. Nenhuma 
redução significativa na expressão do gene da FAK foi observada no fígado dos 




Figura 17- Curso temporal do silenciamento do gene da FAK em diferentes órgãos 
utilizando siRNAFAK. 
A-  Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de pulmão 
de camundongos e anticorpo anti-FAK. CT: controle PBS. 
B- Valores percentuais médios da quantidade de proteínas marcadas com FAK 
em pulmão de camundongos. N=5. *P<0/05. 
C- Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de rim de 
camundongos e anticorpo anti-FAK. CT: controle PBS. 
D- Valores percentuais médios da quantidade de proteínas marcadas com FAK 
em rim de camundondos. N=5. *P<0/05. 
E- Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de fígado de 
camundongos e anticorpo anti-FAK. CT: controle PBS. 
F- Valores percentuais médios da quantidade de proteínas marcadas com FAK 
em fígado de camundongos. N=5. *P<0/05. 
Resultados 
107
3.2- Caracterização do modelo de hipertrofia do ventrículo esquerdo em 
camundongos  
O modelo de coarctação da croça da aorta em camundongos vem sendo 
utilizado rotineiramente em nosso laboratório. A hipertrofia do VE resulta do aumento de 
resistência ao fluxo sanguíneo na aorta e, posteriormente, progride para a insuficiência 
cardíaca. Neste estudo, a intensidade da sobrecarga pressórica foi avaliada através da 
análise do gradiente de pressão sistólico trans-constricção em camundongos anestesiados. 
As alterações estruturais do ventrículo esquerdo foram avaliadas através de análise 
ecocardiográfica e gravimétrica do ventrículo esquerdo, além de análise histológica de 
amostras coradas com tricrômico de Masson. As alterações funcionais do VE foram 
avaliadas por ecocardiografia. A expressão e atividade da FAK no miocárdio foram 
avaliadas por western blotting e imunohistoquímica com anticorpo específico anti-FAK e 
anti-pFAK, respectivamente.  A Tabela I reúne os dados obtidos pela avaliação 
hemodinâmica, ecocardiográfica e morfométrica de corações de camundongos submetidos 
à constricção da aorta por diversos períodos experimentais.  
A avaliação do gradiente sistólico de trans-constricção indicou que, entre 1 a 12 
semanas após a coarctação da aorta, os camundongos possuíam gradiente sistólico variando 










Tabela 1- Avaliação hemodinâmica, ecocardiográfica e morfométrica de corações de camundongos submetidos ao modelo de coarctação da aorta.
 
 CT Coarctado 
  1 sem 2 sem 3 sem 6 sem 12 sem 




PASCT (mmHg) 116 ± 3 165 ± 2* 166 ± 2* 179 ± 5* 179 ± 6* 175 ± 4* 
PASFE (mmHg)  119 ± 5 122 ± 3 130 ± 4 132 ± 5 130 ± 4 
GrS (mmHg)  46 ± 3 44 ± 2 49 ± 3 47 ± 4 46 ± 4 




DDVE (mm) 3.5 ± 0.05 3.9 ± 0.1* 3.5 ± 0.08 3.5 ± 0.09 3.6 ± 0.1 4.0 ± 0.1* 
DSVE (mm) 2.0 ± 0.04 2.4 ± 0.08* 2.1 ± 0.05 2.0 ± 0.04 2.1 ± 0.05 2.4 ± 0.07* 




43 ± 1.1 
 
0.23 ± 0.01 
35 ± 1.9* 
 
0.26 ± 0.02* 
44 ± 2.0 
 
0.37 ± 0.02* 
40 ± 2.1 
 
0.34 ± 0.02* 
38 ± 1.8 
 
0.31 ± 0.01* 
37 ± 1.7* 
 
0.30 ± 0.04* 
       
Morfometria  
  
Peso corporal (g) 30  ±  1 27 ± 0.8 30 ± 0.6 32 ± 0.6 35 ± 0.8 37 ±  0.9* 
IMVE (mg/g) 2.8 ± 0.2 3.4 ± 0.2* 3.5 ± 0.3* 3.9 ± 0.3* 4.0 ± 0.3* 4.6 ± 0.5* 
DCM (μm) 13 ± 0.7 15 ± 0.5 16 ± 0.2* 18 ± 0.3* 19 ± 0.4* 18 ± 0.4* 
AI (%) 3.6 ± 0.1 5.7 ± 0.3 7.2 ± 1.2* 7.0 ± 1.8* 9.0 ± 1.7* 13 ± 2.1* 
CT, controle (operação fictícia); Coarctado, com constricção da aorta; PASCT, pressão arterial sistólica aferido na carótida; PASFE, pressão arterial sistólica 
aferida na femoral; GrS, gradiente sistólico; FC, freqüência cardíaca; DDVE, diâmetro diastólico do VE; DSVE, diâmetro sistólico do VE; EPVE, 
espessura da parede do VE; FS, fração de encurtamento do VE; EPR, espessura relativa do VE; IMVE, índice de massa do VE; DCM, diâmetro do 
cardiomiócito; AI, área do interstício. * P<0.05 comparado aos valores dos animais CT. 
 
Figura 18- Análise hemodinâmica de camundongos Swiss submetidos ào modelo de 
coarctação da aorta. 
A- Gráfico de barras indica os valores médios de pressão arterial sistólica 
aferido na carótida (PASCT). *P<0/05 em relação ao CT. 
B- Gráfico de barras indica os valores médios de pressão arterial sistólica 
aferida na femoral(PASFE). *P<0/05 em relação ao CT. 
C- Gráfico de barras indica os valores médios de gradiente sistólico. CT: 
cirurgia fictícia (sham). 1, 2, 3, 6 e 12 semanas: período de coarctação. 
*P<0/05 em relação ao CT. 
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A avaliação ecocardiográfica mostrou, de acordo com a Tabela I e Figura 19, 
que a constricção da aorta induz o aumento na espessura do VE (EPVE) na primeira 
semana de sobrecarga pressórica, indicando o rápido crescimento hipertrófico típico deste 
modelo. Uma dilatação transiente do VE (DDVE) com redução da fração de encurtamento 
(%FS) foi observada neste grupo de animais, provavelmente devido ao impacto da 
constricção súbita. Foi observado um aumento da EPVE sem dilatação ou redução na %FS 
em camundongos avaliados 2, 3 ou 6 semanas após a coarctação da aorta, indicando o 
estágio de hipertrofia compensada. Contudo, camundongos após 12 semanas de constricção 
da aorta exibiam dilatação da câmara e redução na fração de encurtamento, em adição à 
hipertrofia, indicando o início da descompensação da hipertrofia cardíaca.    
As medidas de índice de massa do VE (IMVE, normalizadas pelo peso) 
confirmaram o aumento progressivo na massa do VE dos corações dos camundongos 
submetidos à constricção da aorta (Tabela I). A espessura relativa da parede do ventrículo 
esquerdo (EPR) aumentou significativamente nos animais coarctados, em relação ao 
controle sham, indicando hipertrofia do tipo concêntrica, característica do modelo de 
sobrecarga pressórica. (Tabela I).  
A análise morfométrica de secções histológicas de corações de camundongos 
submetidos à coarctação da aorta (Fig. 20A) mostrou hipertrofia dos cardiomiócitos, em 
relação aos animais controle com cirurgia fictícia, indicada pelo aumento do diâmetro 
médio. A análise quantitativa das áreas de fibrose indicou aumento progressivo das mesmas 
ao longo do período de 12 semanas de seguimento (figura 20B). As Figuras 20C-E 
mostram exemplos representativos do aumento da área ocupada pelo insterstício no 




 Figura 19- Análise ecocardiográfica do ventrículo esquerdo de camundongos Swiss 
submetidos ao modelo de coarctação da aorta. 
A- Gráfico de barras indica os valores médios de DDVE (diâmetro diastólico 
final) do VE de camundongos com cirurgia fictícia (CT) ou com 1 a 12 
semanas após a coarctação da aorta.*P<0,05 em relação ao CT. 
B- Gráfico de barras indica os valores médios de DSVE (diâmetro sistólico 
final) do VE. *P<0,05 em relação ao CT. 
C-  Gráfico de barras indica os valores médios de EPVE (espessura da parede) 
do VE. *P<0,05 em relação ao CT. 
D- Gráfico de barras indica os valores médios calculados de FS (%, fração de 
encurtamento) do VE. CT: cirurgia fictícia (sham). 1, 2, 3, 6 e 12 semanas: 




 Figura 20- Análise morfométrica e histológica do VE de camundongos Swiss submetidos 
ào modelo de coarctação da aorta. 
A- Gráfico de barras indica os valores médios do diâmetro dos cardiomiócitos 
de VE de camundongos com cirurgia fictícia (CT) ou com 1 a 12 semanas 
após a coarctação da aorta. CT: cirurgia fictícia (sham). 1, 2, 3, 6 e 12 
semanas: período de coarctação da aorta. *P<0/05 em relação ao CT.  
B- Gráfico de barras indica os valores médios percentuais da densidade de 
interstício do VE. CT: cirurgia fictícia (sham), 1, 2, 3, 6 e 12 semanas após 
a coarctação da aorta. *P<0/05 em relação ao CT.  
C- Coloração Tricrômico de Masson. Miocárdio controle. 400x. 
D- Coloração Tricrômico de Masson. Miocárdio proveniente de camundongo 
com 1 semana de coarctação da aorta. 400x. 
E- Coloração Tricrômico de Masson. Miocárdio proveniente de camundongo 
com 12 semanas de coarctação da aorta. 400x. 
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A análise da expressão da FAK no miocárdio por western blotting (Fig. 21A) 
indicou o aumento de 100% da expressão da FAK nos corações de camundongos 
submetidos à sobrecarga pressórica crônica em 1 a 12 semanas de constricção da aorta, em 
relação aos controles sham. As amostram foram normalizadas pelos valores 
densitométricos de miosina cardíaca. A atividade da FAK (pFAK) foi avaliada através de 
western blot com anticorpo anti-pFAK-Tyr-397, uma vez que é bem estabelecido que a 
autofosforilação do resíduo tirosina 397 da FAK corresponde a sua ativação. O exemplo 
representativo mostrado na Figura 21A indica que a quantidade de FAK fosforilada 
detectada pelo anticorpo fosfoespecífico também aumentou significativamente, com picos 
de elevação na primeira e na 12ª. semanas (100%  e 80%, respectivamente) após a 
constricção da aorta.  
O gráfico da Figura 21A indica a razão entre as medidas densitométricas 
obtidas dos blots marcados com anticorpos anti-pFAK-Tyr397 e anti-FAK. Esta razão pode 
ser utilizada para estimar diferenças na atividade enzimática da FAK no miocárdio de 
camundongos controle e daqueles submetidos à coarctação da aorta. Os resultados 
mostrados no referido gráfico indicam que a razão pFAK/FAK aumenta cerca de 100% 
após 1 semana de coarctação da aorta e 80% após a 12ª. Notavelmente, estes picos na razão 
pFAK/FAK coincidem com a dilatação e disfunção do VE observadas por ecocardiografia 
(Figura 20). A coloração por Comassie Blue das proteínas resolvidas em SDS-PAGE 
corfirma o uso de quantidades iguais de proteína total nos géis (Figura 21A). 
A distribuição da FAK no miocárdio, analisada por imunohistoquímica  
(Figuras 21B a E), indicou marcação tanto de cardiomiócitos como de tecido intersticial. 
Nas amostras de miocárdio de animais controle (sham), a marcação com anticorpo anti-
FAK foi distribuída de maneira uniforme, sendo praticamente restrita aos cardiomiócitos 
(Figuras 20B e C). Contudo, em amostras de miocárdio provenientes de animais coarctados 
de 1 a 12 semanas, o anticorpo anti-FAK marcou miócitos cardíacos e áreas de fibrose 
intersticial focal e perivascular (Figuras 20 D e E).Como os fibroblastos são associados às 
regiões de fibrose miocárdica, presumimos que são estas as células marcadas com o 
anticorpo anti-FAK nas áreas intersticiais. Assim, estes resultados sugerem que o aumento 
na expressão da FAK no miocárdio de camundongos coarctados (Figura 21A) é proveniente 
do aumento de celularidade nas regiões de fibrose, assim como o aumento da razão de 
pFAK/FAK, uma vez que essas células encontram-se ativas. 
Resultados 
114
 A C B
D F
Figura 21- Modelo de coarctação da aorta em camundongos Swiss - FAK. 
A- Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de corações 
de camundongos e anticorpos anti-FAK, anti-pFAK e anti-mosina. CT: 
cirurgia fictícia (sham). 1, 2, 3, 6 e 12 sem.: semanas de coarctação. Gráfico 
indica os valores médios da razão da quantidade de proteínas marcadas com 
pFAK normalizada pela quantidade de FAK em miocárdio de 
camundongos.  *P<0/05 em relação ao CT. Gel corado com Comassie blue 
representativo do loading de proteínas.  
B-  Imunohistoquímica com anticorpo anti-FAK.Miocárdio controle. SO: 
cirurgia fictícia (sham). 400x 
C- Imunohistoquímica com anticorpo anti-FAK.Miocárdio controle. SO: 
cirurgia fictícia (sham). 1200x 
D- Imunohistoquímica com anticorpo anti-FAK. Miocárdio proveniente de 
camundongo com 12 semanas de coarcatção da aorta. 400x 
E- Imunohistoquímica com anticorpo anti-FAK. Miocárdio proveniente de 
camundongo com 12 semanas de coarctação da aorta. 1200x 
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3.3 - Avaliação da hipertrofia cardíaca induzida por sobrecarga pressórica crônica em 
camundongos previamente tratados com SIRNAFAK. 
Para avaliar a influência da FAK nas mudanças fenotípicas induzidas pela 
coarctação da aorta no ventrículo esquerdo, camundongos tiveram a veia jugular direita 
canulada e foram tratados preventivamente com uma única injeção de 15μg de siRNAFAK 
em 300μL de PBS ou 15μg de siRNAGFP em 300μL de PBS. Um dia após a infusão, os 
camundongos foram submetidos à constricção da aorta e foram acompanhados por 1, 2, 3, 6 
e 12 semanas após a constricção. Animais controle (CT) sofreram cirurgia fictícia (sham). 
As dimensões e função do ventrículo esquerdo foram avaliadas por ecocardiografia e a as 
alterações estruturais através de gravimetria e análise histológica pela coloração Tricrômico 
de Masson. A expressão e atividade da FAK no miocárdio foram avaliadas por western 
blotting, a expressão gênica por northenr blotting e a expressão do marcador de hipertrofia 
cardíaca β-MHC por RT-PCR.  Também foi avaliado o conteúdo de colágeno no miocárdio 
pelo método de hidroxiprolina, a atividade de MMP-2 por zimografia e sua expressão em 
fibroblastos isolados por western blotting. 
 
3.3.1- Avaliação do silenciamento do gene da FAK no miocárdio 
Para avaliar o curso temporal do silenciamento da FAK no miocárdio, ao final 
do período experimental os animais foram sacrificados e a expressão gênica da FAK foi 
avaliada por northern blotting assim como a expressão protéica por western blotting 
utilizando anticorpo específico anti-FAK. 
Na Figura 22 (A-B) são apresentados os resultados de western blotting. As 
amostram foram normalizadas pelos valores densitométricos de miosina cardíaca. A 
coarctação da aorta induziu o aumento da expressão da FAK no miocárdio de animais 
tratados com siRNAGFP de 44%, 40%, 126% e 115% nas semanas 1, 3, 6 e 12, 
respectivamente, em relação ao animais controle (CT). Uma única injeção de siRNAFAK foi 
capaz de reduzir significativamente a expressão da FAK no miocárdio de camundongos 
coarctados em cerca de 67% no primeiro dia e 45%  na primeira e segunda semana após a 
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coarctação. Os níveis de expressão da FAK foram similares aos animais tratados com  
siRNAGFP a partir da terceira semana. Quando comparamos os animais coarctados tratados 
com siRNAGFP e siRNAFAK, observamos uma diminuição da expressão de FAK no 
miocárdio dos animais tratados com siRNAFAK  em cerca de 65%, 60%  e 52% no primeiro 
dia e nas semanas 1 e 2 após a constricção da aorta, respectivamente.  
A Figura 22 (C-E) apresenta os resultados obtidos por northern blotting. As 
amostras foram normalizads pelos valores densitométricos de RNA ribossômico 18S. Após 
7 dias de coarctação da aorta notamos o aumento de 140% na expressão de RNAm da FAK 
no miocárdio de animais tratados com siRNAGFP, em relação aos animais controle. Por 
outro lado, os animais equivalentes tratados com siRNAFAK, apresentavam diminuição de 










Figura 22- Avaliação do silenciamento do gene da FAK no miocárdio de camundongos 
tratados com siRNAFAK anterior à coarctação da aorta por diferentes períodos 
experimentais. 
A-  Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de corações 
de camundongos e anticorpos anti-FAK e anti-miosina. CT: cirurgia fictícia 
(sham). 
B- Valores percentuais médios da quantidade de proteínas marcadas com FAK 
normalizada pela quantidade de miosina em miocárdio de camundongos. 
N=6. *P<0,05 em relação aos animais CT, †P<0,05 em relação aos animais 
tratados com siRNAGFP. 
C-  Exemplos representativos de northern blotting realizados com RNA total de 
corações de camundongos e sonda para RNAm de FAK.   
D- Valores médios da quantidade de RNAm de FAK normalizada pela 
quantidade de RNA ribosômico 18S em miocárdio de camundongos. SO: 
cirurgia fictícia (sham), 1 semana: semana após coarctação. N=3. *P<0,05 
em relação aos animais CT, †P<0,05 em relação aos animais tratados com 
siRNAGFP. 
E- Gel desnaturante representativo da integridade de RNA total. 
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A atividade da FAK no miocárdio foi avaliada utilizando anticorpo  
fosfo-específico (pFAK-Tyr 397). Figura 23 mostra que, em corações de camundongos 
submetidos à 7 dias de coarctação, a redução na expressão gênica da FAK induzida por 
siRNAFAK era acompanhada por uma redução proporcional (~50%) na quantidade de FAK 
fosforilada, ou seja, de atividade, quando comparado ao animal tratado com siRNAGFP 
correpondente. 
 
Figura 23- Avaliação da atividade da FAK no miocárdio de camundongos tratados com 
siRNAGFP ou siRNAFAK e submetidos à 7 dias de coarctação da aorta. 
A-  Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de corações 
de camundongos e anticorpos anti-FAK e anti-pFAK.  
B- Valores percentuais médios da quantidade de proteínas marcadas com pFAK 
normalizada pela quantidade de FAK em miocárdio de camundongos. CT: 
cirurgia fictícia. 1 semana: semana de coarctação. N=4. *P<0,05 em relação 






3.3.2- Análise hemodinâmica e ecocardiográfica do VE  
1, 2, 3, 6 e 12 semanas após a injeção preventiva de siRNAFAK ou siRNAGFP e 
coarctação da aorta ou cirurgia fictícia, os camundongos foram submetidos à avaliação 
hemodinâmica e análise estrutural e funcional do VE por ecocardiografia. Estes resultados 






















           
Tabela 2- Avaliação hemodinâmica, ecocardiográfica e morfométrica de corações de camundongos tratados previamente com siRNA e submetidos 
à sobrecarga pressórica crônica. 
 siRNAGFP siRNAFAK 
 CT 1sem 2sem 3sem 6sem 12sem SO 1sem 2sem 3sem 6sem 12sem 
Número 11 8 10 8 8 9 9 9 8 10 9 9 
             
 Hemodinâmica 
PASCT (mmHg) 112±4 167±5* 172±7* 168±8* 164±5* 167±6* 107±5 160±6* 157±5* 168±4* 166±6* 162±7* 
PASFE (mmHg)  115±5 121±3 120±5 118±4 127±6  115±5 111±4 122±4 126±5 121±6 
GrS (mmHg)  43±3 50±2 48±5 47±2 41±3  46±4 45±3 46±2 41±4 42±3 
FC (bpm) 592±33 665±46 621±43 587±51 610±46 663±54 611±37 648±52 654±49 633±43 641±48 647±47 
             
 Ecocardiografia 
DDVE (mm) 3.4±0.1 4.0±0.3* 3.4±0.2 3.5±0.3 3.6±0.2* 3.9±0.3* 3.4±0.1 3.6±0.1*† 3.2±0.3* 3.5±0.2 3.7±0.4* 4.0±0.4* 
DSVE (mm) 2.0±0.1 2.5±0.2* 1.9±0.2 2.0±0.3 2.1±0.2 2.4±0.2* 2.0±0.1 2.1±0.2 2.0±0.1 1.9±0.1 2.1±0.2 2.4±0.2* 
































Peso corporal (g) 30±1.0 27±1.1 29±0.9 28±0.9 30±1.1 40±1.7* 27±0.8 24±1.2 26±1.3 29±0.9 35±1.3 42±1.8* 
IMVE (mg/g) 2.9±0.2 3.6±0.3* 3.8±0.4* 3.7±0.4* 3.9±0.4* 4.4±0.6* 2.7±0.3 2.8±0.4† 2.8±0.3† 2.9±0.4† 3.3±0.4* 4.1±0.5* 
DCM (μm) 14±0.9 15±1.2 17±1.4* 17±1.2* 18±1.1* 17±1.2* 12±0.8 13±1.1 13±1.2 14±1.5 14±1.1 15±1.7 
AI (%) 3.3±1.1 9.7±1.0* 8.9±0.5* 9.9±0.9* 7.2±0.6* 8.2±1.0* 3.2±0.5 4.7±0.5† 4.8±0.1† 5.0±0.5† 5.7±0.1* 7.2±1.1* 
CT, controle sham (operação fictícia); 1, 2, 3, 6, 12 sem, semanas após constricção da aorta; PASCT, pressão arterial sistólica aferido na 
carótida; PASFE, pressão arterial sistólica aferida na femoral; GrS, gradiente sistólico; FC, freqüência cardíaca; DDVE, diâmetro 
diastólico do VE; DSVE, diâmetro sistólico do VE; EPVE, espessura da parede do VE; FS, fração de encurtamento do VE; EPR, 
espessura relativa do VE; IMVE, índice de massa do VE; DCM, diâmetro do cardiomiócito; AI, área do interstício. * P<0.05 
comparado aos valores dos animais CT. * P<0. 05 comparado aos valores dos animais CT. † P<0.05 comparado aos valores dos 
animais coarctados tratados com siRNAGFP. 
As pressões na carótida e artéria femoral foram aferidas ao final dos períodos 
experimentais para confirmar se os animais estavam coarctados e também avaliar o efeito 
de siRNAFAK na pressão arterial de camundongos. O gradiente sistólico através da 
constriccção da aorta foi calculado através da diferença entre os valores de pressão sistólica 
da carótica e femoral. Como indicado na Tabela II e Figura 24, os animais coarctados 
tratados com siRNAGFP ou siRNAFAK apresentaram pressões arteriais e gradientes sistólicos 
trans-constricção similares. Ainda, a pressão arterial e freqüência cardíaca dos animais 
tratados com siRNAFAK e submetidos à cirurgia fictícia (CT) mantiveram-se inalteradas, 
indicando que o knockdown da FAK não influencia a função cardíaca basal de animais 
normotensos. Desta maneira, os resultados obtidos dos camundongos sham tratados com 
siRNAFAK ou siRNAGFP e acompanhados por 6 semanas foram usados como controles (CT) 















Figura 24- Análise hemodinâmica de camundongos Swiss tratados com siRNAGFP ou 
siRNAFAK anterior à coarctação da aorta por diferentes períodos 
experimentais. 
A- Gráfico de barras indica os valores médios de PASCT (Pressão arterial 
sistólica aferida na carótida). *P<0/05 em relação ao CT. 
B- Gráfico de barras indica os valores médios de PASFE (Pressão arterial 
sistólica aferida na femoral).  
C-  Gráfico de barras indica os valores médios de gradiente sistólico. CT: 
cirurgia fictícia (sham). 1, 2, 3, 6 e 12 semanas: período de coarctação.  
Resultados 
123
Como apresentado na Tabela II, os camundongos foram examinados por 
ecocardiografia e tiveram as dimensões e função sistólica do ventrículo esquerdo (VE) 
avaliadas. 
Os grupos de camundongos controle sham tratados tanto com siRNAFAK como 
com siRNAGFP não mostraram mudanças significativas nas dimensões e função do VE ao 
longo do período experimental, indicando que o silenciamento do gene da FAK não afeta  a 
estrutura basal e função do VE em camundongos. Assim, os parâmetros ecocardiográficos 
obtidos dos camundongos sham tratados com siRNAFAK ou siRNAGFP e acompanhados por 
6 semanas foram usados como controles (CT) para a comparação com os animais 
coarctados.  
Como apresentado na Figura 25, o tratamento com siRNAGFP não afetou as 
mudanças típicas do VE induzidas por sobrecarga pressórica crônica apresentadas 
anteriormente na Figura 19.  
O tratamento preventivo com siRNAFAK, retardou e atenuou a hipertrofia do VE 
induzida pela constricção da aorta, como indicado pelos valores de EPVE e EPR  
(Tabela II). Este efeito foi observado por 3 semanas após o tratamento, coincidente com o 
knockdown do gene da FAK no miocárdio (Figura 22). O silenciamento transiente da FAK 
no miocárdio atenuou significativamente a dilatação do VE e a redução da fração de 
encurtamento após 1 semana de constricção da aorta. Em adição, aboliu a redução na fração 




 Figura 25- Análise ecocardiográfica do ventrículo esquerdo de camundongos Swiss 
tratados com siRNAGFP ou siRNAFAK e submetidos à coarctação da aorta por 
diversos períodos experimentais. 
A- Gráfico de barras indica os valores médios de DDVE (diâmetro diastólico 
final do ventrículo esquerdo) do VE. *P<0,05 em relação ao CT. †P<0,05 
em relação aos animais tratados com siRNAGFP. 
B- Gráfico de barras indica os valores médios de DSVE (diâmetro sistólico 
final do VE) do VE. *P<0,05 em relação ao CT.  
D- Gráfico de barras indica os valores médios de EPVE (espessura da parede 
do ventrículo esquerdo). *P<0,05 em relação ao CT. †P<0,05 em relação 
aos animais tratados com siRNAGFP. 
E- Gráfico de barras indica os valores médios calculados de FS (%, fração de 
encurtamento) do VE. *P<0,05 em relação ao CT. †P<0,05 em relação aos 





3.3.3- Curva de crescimento 
O crescimento de animais tratados com siRNAGFP ou siRNAFAK previamente à 
coarctação da aorta foram acompanhados ao longo do período experimental. A Figura 26 
mostra que, apesar dos camundongos tratados com  siRNAFAK apresentarem um fenótipo de 
hipertrofia cardíaca atenuada em condições de sobrecarga pressórica, não houve alteração 
de peso corporal dos animais tratados com siRNAFAK em relação aos tratados com 
siRNAGFP. 
 
Figura 26- Curva de crescimento de camundongos tratados com siRNAGFP  ou siRNAFAK 
previamente à coarctação da aorta por diferentes períodos experimentais.  
N= 15. 
 
3.3.4- Avaliação do marcador molecular de hipertrofia cardíaca β-MHC 
A hipertrofia cardíaca é caracterizada pela reexpressão de genes fetais no 
miocárdio, como β-MHC, sendo estes empregados como marcadores moleculares na 
identificação deste processo. Desta maneira, a expressão de β-MHC no miocárdio dos 
camundongos foi avaliada por RT-PCR multiplex após 1, 2, 3, 6 e 12 semanas da injeção 
preventiva de siRNAFAK ou siRNAGFP e coarctação da aorta ou cirurgia fictícia. A Figura 
27, apresenta os valores percentuais médios de produtos de RT-PCR com oligonucleotídeos 
específicos para β-MHC normalizados pelos valores obtidos para GAPDH. Os 
camundongos tratados previamente com siRNAFAK ou siRNAGFP e submetidos à cirurgia 
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fictícia (CT) não apresentaram variações significativas na expressão de β-MHC no 
miocárdio ao longo do período experimental. Desta maneira, o valor apresentado para 
comparações com os animais coarctados representa a média dos valores obtidos dos 
camundongos sham tratados com siRNAFAK ou siRNAGFP  e acompanhados por 6 semanas.  
A coarctação da aorta induziu a hipertrofia cardíaca e como parte integrante 
deste processo, o aumento da expressão de β-MHC, em cerca de 400%, nos animais 
coarctados tratados previamente com siRNAGFP, quando comparados aos animais sham 
(CT). Este aumento foi mantido pelas 12 semanas acompanhadas. Em contraste, o 
tratamento preventivo com siRNAFAK dos animais submetidos à constricção da aorta 
atenuou significativamente (~ 50%) o aumento da expressão de β-MHC no miocárdio 
destes animais nas semanas 1 e 2,  quando comparados aos similares tratados com 
siRNAGFP. A partir da semana 3, a expressão normalizada de β-MHC no miocárdio destes 
animais era equivalente à  dos animais tratados com siRNAGFP. 
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 Figura 27- Avaliação da expressão de β-MHC no miocárdio de animais tratados com 
siRNAFAK ou siRNAGFP e submetidos à coarctação da aorta por diversos 
períodos experimentais. 
A- Exemplos representativos de produtos de RT-PCR multiplex obtidos com 
oligonucleotídeos específicos para β-MHC e GAPDH.  
B- Valores percentuais médios de produtos de RT-PCR multiplex com 
oligonucleotídeos específicos para β-MHC normalizados pelos valores 
obtidos com oligonucleotídeos específicos para GAPDH. CT: animais 
submetidos à cirurgia fictícia. 1, 2, 3, 6 e 12 semanas: período de coarctação 
da aorta. N=6. *P<0,05 em relação aos animais CT. †P<0,05 em relação aos 




3.3.5- Análise histológica do miocárdio 
Após 1, 2, 3, 6 e 12 semanas da injeção preventiva de siRNAFAK ou siRNAGFP e 
coarctação da aorta ou cirurgia fictícia, os animais foram sacrificados e secções histológicas 
de corações foram avaliadas. De acordo com a Figura 28 e Tabela II, a análise 
morfométrica dos animais pré-tratados com siRNAGFP e submetidos à coarctação da aorta, 
em relação ao controle com cirurgia fictícia (CT), mostrou hipertrofia dos cardiomiócitos 
indicada pelo aumento do diâmetro médio.  Em contrapartida, os animais tratados 
previamente com siRNAFAK apresentaram redução no diâmetro médio dos cardiomiócitos, 
quando comparados àqueles tratados com siRNAGFP. 
 
Figura 28- Análise morfométrica do VE de camundongos Swiss tratados com siRNAGFP ou 
siRNAFAK e submetidos à coarctação da aorta por diversos períodos 
experimentais. Gráfico de barras indica os valores médios do diâmetro dos 
cardiomiócitos de VE de camundongos com cirurgia fictícia ou com 1 a 12 
semanas após a coarctação da aorta. CT: cirurgia fictícia (sham). 1, 2, 3, 6 e 12 
semanas: período de coarctação da aorta. *P<0/05 em relação ao CT. †P<0,05 




Na Figura 29 são apresentados exemplos representativos de secções 
histológicas de corações coradas com Tricrômico de Masson. A quantificação das áreas de 
fibrose no miocárdio dos grupos de camundongos controle sham tratados tanto com 
siRNAFAK como com siRNAGFP não mostraram mudanças significativas na área ocupada 
pelo tecido intersticial ao longo do período experimental, indicando que o silenciamento do 
gene da FAK não afeta a estrutura basal em camundongos. Assim, os valores obtidos dos 
camundongos sham tratados com siRNAFAK ou siRNAGFP e acompanhados por 6 semanas 
foram usados como controles (CT) para a comparação com os animais coarctados.  
De acordo com a Figura 30 e Tabela II, a coarctação da aorta dos camundongos 
pré-tratados com siRNAGFP induziu o aumento de 190% a área ocupada pelo tecido 
intersticial, em relação ao controle sham (CT), durante todo o período estudado. Contudo, 
observamos uma clara redução (de 50%) na área ocupada pelo tecido intersticial nos 
animais pré-tratados com siRNAFAK e coarctados, em relação aos siRNAGFP, por até 3 
semanas após a coarctação da aorta. Após este período, houve o retorno gradativo aos 




 Figura 29- Exemplos representativos de secções histológicas de corações provenientes de 
camundongos coarctados tratados previamente com siRNAGFP ou siRNAFAK e 
coradas com Tricrômico de Masson.  
A- Tratamento com siRNAGFP e cirurgia fictícia (sham). 400x. 
B- Tratamento com siRNAGFP e 1 semana de coarctação da aorta. 400x. 
C- Tratamento com siRNAGFP e 2 semanas de coarctação da aorta. 400x. 
D- Tratamento com siRNAFAK e cirugia fictícia (sham). 400x. 
E- Tratamento com siRNAFAK e 1 semana de coarctação da aorta. 400x. 
F- Tratamento com siRNAFAK e 2 semanas de coarctação da aorta. 400x. 
G- Tratamento com siRNAGFP e 3 semanas de coarctação da aorta. 400x. 
H- Tratamento com siRNAGFP e 6 semanas de coarctação da aorta. 400x. 
I- Tratamento com siRNAGFP e 12 semanas de coarctação da aorta. 400x. 
J- Tratamento com siRNAFAK e 3 semanas de coarctação da aorta. 400x. 
K- Tratamento com siRNAFAK e 6 semanas de coarctação da aorta. 400x. 
L- Tratamento com siRNAFAK e 12 semanas de coarctação da aorta. 400x. 
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 Figura 30- Análise quantitativa das áreas de fibrose no miocárdio de camundongos tratados 
previamente com siRNAGFP ou siRNAFAK e submetidos à coarctação da aorta. 
N=6. CT: animais submetidos à cirurgia fictícia. 1, 2, 3, 6 e 12 semanas: 
período de coarctação da aorta. *P<0,05 em relação aos animais controle. 
†P<0,05 em relação aos animais tratados com siRNAGFP. 
 
3.3.6- Análise de mecanismos relacionados a fibrose cardíaca em resposta ao 
estímulo mecânico 
3.3.6.1- Avaliação do conteúdo de colágeno no VE (biossíntese) 
Para verificar se o silenciamento transiente da FAK no miocárdio alterava a 
quantidade de fibrose nos animais coarctados devido a mudanças na biossíntese de 
colágeno, animais foram pré-tratados com siRNAFAK ou siRNAGFP e submetidos à 
coarctação da aorta ou cirurgia fictícia. Após 1 semana, os animais foram sacrificados e o 
conteúdo de colágeno do miocárdio foi avaliado pelo método de hidroxiprolina. 
Como ilustrado na Figura 31, o conteúdo de hidroxiprolina do VE de 
camundongos controle sham tratados com siRNAFAK não mostrou mudança significativa no 
período estudado, indicando que o silenciamento do gene da FAK não afeta a estrutura 
cardíaca basal em camundongos.  
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A sobrecarga pressórica nos animais tratados com siRNAGFP induziu o aumento 
de 110% no conteúdo de hidroxiprolina no miocárdio, em relação ao controle (CT). A 
atenuação da fibrose no miocárdio dos animais coarctados pré-tratados com siRNAFAK, 
apresentada na Figura 30, foi acompanhada pela redução de 70% no aumento do conteúdo 
de hidroxiprolina nos corações destes animais, em relação aos siRNAGFP. 
 
Figura 31- Análise do conteúdo de hidroxiprolina no VE de camundongos tratados 
previamente com siRNAGFP ou siRNAFAK e submetidos à 1 semana de 
sobrecarga pressórica. N=4. CT: animais submetidos à cirurgia fictícia. 1 
semana: período de coarctação da aorta. *P<0,05 em relação aos animais 
controle. †P<0,05 em relação aos animais tratados com siRNAGFP. 
 
3.3.6.2- Avaliação da atividade de MMP-2 no VE 
Metaloproteases (MMPs) são enzimas relacionadas ao processo fibrótico e 
possuem sua expressão e atividade aumentadas no coração em condições de estresse 
mecânico, já que o remodelamento é um processo dinâmico.  Para avaliar a atividade da 
gelatinase MMP-2, após 5 dias da injeção preventiva de siRNAGFP ou siRNAFAK e 
coarctação da aorta ou cirurgia fictícia, os animais foram sacrificados e o VE coletado e 




De acordo com a Figura 32, camundongos controle sham tratados com 
siRNAFAK não apresentaram mudanças significativas na atividade gelatinolítica de MMP-2  
no período estudado.  A coarctação da aorta induziu um aumento de 100% na atividade 
gelatinolítica da forma de MMP-2 intermediária nos animais coarctados tratados siRNAGFP, 
em relação aos animais controle (CT). Em contraste, houve uma diminuição na atividade 
gelatinolítica das formas de MMP-2 intermediária e ativa nos animais coarctados tratados 
com siRNAFAK, em relação aos coarctados tratados siRNAGFP, com níveis de atividade 
semelhantes aos animais controle.  
 
Figura 32- Avaliação da atividade de MMP-2 no miocárdio de animais pré-tratados com 
siRNAGFP ou siRNAFAK e coarctados por 5 dias.  
A- Exemplos representativos de atividade genatinolítica de MMP-2. CT: 
cirurgia fictícia, CoAo: coarctação da aorta. 
B- Valores percentuais médios de atividade zimográfica de MMP-2 
intermediária. N=3. *P<0,05 em relação aos animais controle. †P<0,05 em 




3.3.6.3- Avaliação da expressão de MMP-2 em fibroblastos cardíacos 
Como os fibroblastos são as principais células secretoras de MMPs no coração 
envolvidas com o processo de fibrose, experimentos foram realizados com células isoladas 
para verificar se a FAK atuava na regulação da expressão de MMP-2. Desta maneira, 
camundongos foram tratados previamente com siRNAGFP ou siRNAFAK e submetidos à 
sobrecarga pressórica ou cirurgia fictícia. Após 7 dias, os animais foram sacrificados e os 
fibroblastos foram isolados dos corações. A expressão de FAK e MMP-2 foram avaliadas 
por western blotting utilizando anticorpo específico anti-FAK e anti-MMP2. As amostram 
foram normalizadas pelos valores densitométricos de vimentina. 
Como ilustrado na Figura 33, homogenatos de fibroblastos cardíacos de 
camundongos controle sham tratados com siRNAFAK apresentaram silenciamento de 50%  
da FAK e nenhuma mudança significativa na expressão de MMP-2  no período estudado.  
A coarctação da aorta induziu aumento de 80% na expressão de FAK e de 120% na 
expressão de MMP-2 nos fibroblastos provenientes de animais coarctados tratados 
siRNAGFP, em relação aos animais controle (CT). Fibroblastos cardíacos de animais 
coarctados tratados com siRNAFAK mostraram knockdown da FAK em torno de 40%, em 
relação aos animais CT, acompanhado pela redução significativa da expressão de MMP-2 





 Figura 33- Avaliação da expressão de FAK e MMP-2 em fibroblastos isolados 
provenientes de camundongos pré-tratados com siRNAGFP ou siRNAFAK e 
coarctados por 7 dias.  
A-  Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de corações 
de camundongos e anticorpos anti-FAK, anti-MMP-2 e anti-vimentina. CT: 
cirurgia fictícia. CoAo: coarctação da aorta. 
B- Valores percentuais médios da quantidade de proteínas marcadas com FAK 
ou MMP-2 normalizadas pela quantidade de vimentina no VE de 
camundongos. CT: cirurgia fictícia. 7 dias: período de coarctação. N=4. 
*P<0,05 em relação aos animais CT, †P<0,05 em relação aos animais 








3.4- Avaliação do tratamento com sirnafak da hipertrofia cardíaca compensada 
induzida por sobrecarga pressórica crônica em camundongos 
Camundongos com 4 semanas de coarctação da aorta foram utilizados para 
avaliar se a administração sistêmica de siRNAFAK era capaz de reverter o fenótipo da 
hipertrofia cardíaca instalada.  Estes animais foram escolhidos por apresentarem hipertrofia 
do VE compensada, com função do VE preservada, como indicado na análise 
ecocardiográfica apresentada na Tabela II. Assim, estes grupos de camundongos tiveram a 
veia jugular direita canulada e foram tratados com dose única de 15μg de siRNAFAK ou 
15μg de siRNAGFP em 300μL de PBS. Os animais foram acompanhados por 1, 2, 3, 6 e 12 
semanas após a injeção ou 4, 5, 7, 10 e 16 semanas de coarctação da aorta, respectivamente. 
Camundongos controle sofreram cirurgia fictícia (sham).A expressão da FAK no miocárdio 
foi avaliada por western blotting, as dimensões e função do ventrículo esquerdo por 
ecocardiografia e a expressão do marcador de hipertrofia β-MHC por RT-PCR. As 
alterações histológicas do VE foram avaliadas por coloração tricrômico de Masson. 
 
3.4.1- Avaliação do silenciamento do gene da FAK no miocárdio 
Ao final do período experimental, os camundongos foram sacrificados e o 
silenciamento da FAK no VE foi confirmado por western blotting utilizando anticorpo 
específico anti-FAK. As amostram foram normalizadas pelos valores densitométricos de 
miosina cardíaca. Como apresentado na Figura 34, a expressão da FAK no VE dos animais 
coarctados tratados com siRNAGFP aumentou 60% ao longo do período experimental, 
quando comparado aos animais com 4 semanas de coarctação da aorta. Por outro lado, uma 
única injeção intravenosa de siRNAFAK foi capaz de reduzir significativamente a expressão 
da FAK no VE dos camundongos coarctados a níveis comparáveis aos dos animais normais 
mostrado anteriormente (Figura 12), em relação aos animais controle. Quando comparamos 
os animais tratados com siRNAGFP e siRNAFAK, observamos uma diminuição da expressão 
da FAK no miocárdio dos animais tratados com siRNAFAK de 60%, 53%, 44% nas semanas 
5, 6 e 7 respectivamente. Os níveis de expressão da FAK no VE retornou aos similares 
observados nos animais tratados com siRNAGFP a partir da sexta semana após a injeção de 
siRNAFAK ou décima semana de coarctação. 
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 Figura 34- Curso temporal do silenciamento do gene da FAK no VE hipertrófico de 
camundongos tratados com siRNAGFP ou siRNAFAK  
A-  Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de corações 
de camundongos e anticorpos anti-FAK e anti-miosina. 
B- Valores percentuais médios da quantidade de proteínas marcadas com FAK 
normalizada pela quantidade de miosina em miocárdio de camundongos. 
CT= cirurgia fictícia (sham). 4, 5, 6, 7, 10 e 16 semanas: período de 
coarctação da aorta. N=6. *P<0,05 em relação aos animais com 4 semanas 








3.4.2- Análise hemodinâmica e ecocardiográfica do VE 
Após 1, 2, 3, 6 e 12 semanas da injeção de siRNAFAK ou siRNAGFP, os 
camundongos foram submetidos à análise hemodinâmica e avaliação estrutural e funcional 
do VE através por ecocardiografia. Estes resultados são apresentados na Tabela III.  
Para confirmar se os animais estavam coarctados, foram realizadas medidas de 
pressões na carótida e artéria femoral ao final do período de acompanhamento. O gradiente 
sistólico através da constriccção da aorta foi calculado através da diferença entre os valores 
de pressão sistólica da carótida e femoral (Figura 35). De acordo com os resultados da 
Tabela III, os animais coarctados tratados com siRNAGFP ou siRNAFAK apresentaram 








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Figura 35- Análise hemodinâmica de camundongos Swiss com 4 semanas de coarctação da 
aorta tratados com siRNAGFP ou siRNAFAK e acompanhados por diversas 
semanas. 
A- Gráfico de barras indica os valores médios de PASCT (Pressão arterial 
sistólica aferida na carótida). *P<0/05 em relação ao CT. 
B- Gráfico de barras indica os valores médios de PASFE (Pressão arterial 
sistólica aferida na femoral).   
C- Gráfico de barras indica os valores médios de gradiente sistólico. CT: 




Para a avaliação ecocardiográfica, inicialmente os animais com 4 semanas de 
coarctação da aorta foram anestesiados e tiveram as dimensões e função sistólica do 
ventrículo esquerdo aferidas. Logo após, foram tratados com 15μg de siRNAGFP ou 15μg 
de siRNAFAK e avaliados  sequencialmente por 1, 2, 3, 6 e 12 semanas. 
De acordo com os dados apresentados na Tabela III e Figura 36, o 
acompanhamento por 12 semanas dos animais tratados com siRNAGFP mostrou as típicas 
deteriorações estruturais e funcionais do VE apresentadas anteriormente na Tabela II. A 
partir da décima semana de coarctação da aorta, observamos uma dilatação significativa de 
37% no DDVE, em relação aos animais com 4 semanas de coarctação, indicando disfunção 
diastólica. Este processo foi acompanhado pela dilatação de 53% no DSVE e redução de 
22% na %FS do VE, caracterizando o início da descompensação da hipertrofia cardíaca. A 
EPR diminuiu progressivamente nestes animais, indicando a mudança da hipertrofia do tipo 
concêntrica para ecêntrica.  
O tratamento com siRNAFAK foi acompanhado de regressão da hipertrofia do 
VE e melhora da função cardíaca dos animais apesar da persistência da sobrecarga 
pressórica, como indicado pelos valores dos parâmetros estruturais e funcionais do 
ventrículo esquerdo (Tabela III).  O tratamento com siRNAFAK  levou a diminuição 
significativa de 20% na EPVE, em relação ao controle com 4 semanas de coarctação da 
aorta. Este efeito foi acompanhado por uma diminuição significativa no IMVE de 17% nas 
2 primeiras semanas após o tratamento (semanas 5 e 6 de coarctação). Apesar da regressão 
da hipertrofia, houve uma redução na dilatação do DDVE e DSVE observadas a partir da 
décima semana de coarctação da aorta nos animais tratados com siRNAGFP (11% e 21%, 
respectivamente). Ainda, a função sistólica do VE, avaliada pela %FS, foi preservada, em 
relação ao controle 4 semanas.  
Assim, estes resultados indicam que o tratamento de camundongos com 
hipertrofia cardíaca com siRNAFAK é capaz de induzir a regressão do fenótipo hipertrófico 
mesmo sob condições de sobrecarga pressórica, melhorando a função do ventrículo 





Figura 36- Análise ecocardiográfica de corações hipertróficos de camundongos tratados 
com siRNAGFP ou siRNAFAK e acompanhados por diversas semanas. 
 
A-  Gráfico de barras indica os valores médios de DDVE (diâmetro diastólico 
final do ventrículo esquerdo) do VE. *P<0,05 em relação aos animais 
controle (CT). †P<0,05 em relação aos animais tratados com siRNAGFP. 
B- Gráfico de barras indica os valores médios de DSVE (diâmetro sistólico 
final do VE) do VE. *P<0,05 em relação ao animais com 4 semanas de 
coarctação da aorta. †P<0,05 em relação aos animais tratados com 
siRNAGFP. 
C- Gráfico de barras indica os valores médios de EPVE (espessura da parede 
do ventrículo esquerdo). *P<0,05 em relação aos com 4 semanas de 
coarctação da aorta.†P<0,05 em relação aos animais tratados com 
siRNAGFP. 
D- Gráfico de barras indica os valores médios calculados de FS (%, fração de 
encurtamento) do VE. *P<0,05 em relação aos animais com 4 semanas de 
coarctação da aorta.†P<0,05 em relação aos animais tratados com 
siRNAGFP. 
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3.4.3- Curva de crescimento 
O peso dos camundongos com 4 semanas de coarctação da aorta tratados com 
siRNAGFP ou siRNAFAK foi acompanhado por 12 semanas. A Figura 37 mostra que, apesar 
dos camundongos tratados com  siRNAFAK apresentarem regressão do fenótipo da 
hipertrofia cardíaca em condições de sobrecarga pressórica, não houve diferença de peso 
corporal destes animais em relação aos controle tratados com siRNAGFP . 
 
Figura 37- Curva de crescimento de camundongos com 4 semanas de coarctação da aorta 
tratados com siRNAGFP ou siRNAFAK. N= 15. 
 
3.4.4- Avaliação do marcador molecular de hipertrofia cardíaca β-MHC 
Os camundongos com hipertrofia compensada foram tratados com siRNAGFP ou 
siRNAFAK e após 1, 2, 3, 6 e 12 semanas foram sacrificados e a expressão de β-MHC no 
VE foi avaliada por RT-PCR multiplex, através da razão β-MHC/GAPDH. 
A Figura 38 apresenta os valores percentuais médios de produtos de RT-PCR 
com oligonucleotídeos específicos para β-MHC normalizados pelos valores obtidos para 
GAPDH. O tratamento com siRNAGFP não alterou a expressão normalizada de β-MHC no 
VE dos camundongos, em relação aos animais com 4 semanas de coarctação da aorta, ao 
longo do período experimental. Em contraste, o tratamento com siRNAFAK atenuou 
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significativamente (~50%) o aumento da expressão de β-MHC no miocárdio destes animais 
nas semanas 1 e 2,  quando comprados aos similares tratados com siRNAGFP. A partir da 
semana 3, a expressão normalizada de β-MHC no miocárdio destes animais era equivalente 
à dos animais tratados com siRNAGFP. 
 
Figura 38- Avaliação da expressão de β-MHC no VE hipertrófico de camundongos com 
tratados com siRNAGFP ou siRNAFAK e acompanhados por diversas semanas.  
A-  Exemplos representativos de produtos de RT-PCR multiplex obtidos com 
oligonucleotídeos específicos para β-MHC e GAPDH. 
B- Valores percentuais médios de produtos de RT-PCR multiplex com 
oligonucleotídeos específicos para β-MHC normalizados pelos valores 
obtidos com oligonucleotídeos específicos para GAPDH. CT: controle 
sham. 4, 5, 6, 7, 10 e 16 semanas: período de coarctação da aorta. N=6. 
*P<0,05 em relação aos animais com 4 semanas de coarctação da aorta. 






3.4.5- Análise histológica do VE 
1, 2, 3, 6 e 12 semanas após a administração de siRNAGFP ou siRNAFAK nos 
camundongos com hipertrofia compensada, os animais foram sacrificados e secções 
histológicas de corações foram avaliadas.  
A análise morfométrica do VE dos animais tratados com siRNAGFP (Figura 39) 
mostrou a sustentação da hipertrofia dos cardiomiócitos ao longo do período experimental, 
indicada pelo aumento do diâmetro médio, em relação aos animais controle (CT). Em 
contrapartida, os animais tratados com siRNAFAK apresentaram redução no diâmetro médio 
dos cardiomiócitos, quando comparados aos similares tratados com siRNAGFP. 
 
Figura 39- Análise morfométrica do VE hipertrófico de camundongos tratados com 
siRNAGFP ou siRNAFAK. Gráfico de barras indica os valores médios do 
diâmetro dos cardiomiócitos de VE de camundongos com cirurgia fictícia ou 
com 1 a 12 semanas após a administração de siRNA. CT: cirurgia fictícia 
(sham). 4, 5, 6, 7, 10 e 16 semanas: período de coarctação da aorta. †P<0,05 






Na Figura 40 são apresentados exemplos representativos de secções 
histológicas de corações de camundongos coradas com Tricrômico de Masson. De acordo 
coma Figura 41 e Tabela III, os camundongos tratados com siRNAGFP apresentaram 
aumento de 40% na densidade do interstício, em relação aos animais com 4 semanas de 
coarctação da aorta, a partir da sétima semana de constricção. Contudo, podemos observar 
uma redução significativa na área ocupada por fibrose nos animais tratados com siRNAFAK, 
em relação aos animais equivalentes tratados com siRNAGFP, de 31%, 38%, 58% e 44%  
nas semanas 5, 6, 7 e 10 de coarctação da aorta, respectivamente. Na semana 12 após a 
administração de siRNAFAK ou 16 de coarctação da aorta, a área ocupada pelo tecido 
intersticial no VE não diferia dos animais similares tratados com siRNAGFP. 
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 Figura 40- Exemplos representativos de corações provenientes de camundongos com 4 
semanas de coarctação da aorta tratados com siRNAGFP ou siRNAFAK e 
corados com Tricrômico de Masson.  
A-  Miocárdio proveniente de camundongo com 4 semanas de coarctação da 
aorta. 400x. 
B- Miocárdio proveniente de camundongo com 5 semanas de coao e 1 semana 
de tratamento com siRNAGFP. 400x. 
C- Miocárdio proveniente de camundongo com 6 semanas de coao e 2 semanas 
de tratamento com siRNAGFP. 400x. 




E-  Miocárdio proveniente de camundongo com 5 semanas de coao e 1 semana 
de tratamento com siRNAFAK. 400x. 
F- Miocárdio proveniente de camundongo com 6 semanas de coao e 2 semanas 
de tratamento com siRNAFAK. 400x. 
G- Miocárdio proveniente de camundongo com 7 semanas de coao e 3 semanas 
de tratamento com siRNAGFP. 400x. 
H- Miocárdio proveniente de camundongo com 10 semanas de coao e 6 
semanas de tratamento com siRNAGFP. 400x. 
I- Miocárdio proveniente de camundongo com 16 semanas de coao e 12 
semanas de tratamento com siRNAGFP. 400x. 
J- Miocárdio proveniente de camundongo com 7 semanas de coao e 3 semanas 
de tratamento com siRNAFAK. 400x. 
K- Miocárdio proveniente de camundongo com 10 semanas de coao e 6 
semanas de tratamento com siRNAFAK. 400x. 
L- Miocárdio proveniente de camundongo com 16 semanas de coao e 12 
semanas de tratamento com siRNAFAK. 400x. 
 
 
Figura 41- Análise quantitativa das áreas de fibrose no VE de camundongos com 4 
semanas de coarctação da aorta tratados com siRNAGFP ou siRNAFAK. CT: 
animais submetidos à cirurgia fictícia. 4, 5, 6, 7, 10, 16 semanas: período de 
coarctação da aorta. *P<0,05 em relação aos animais com 4 semanas de 
coarctação da aorta. †P<0,05 em relação aos animais tratados com siRNAGFP 
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3.4.6- Curva de mortalidade 
Visando aplicação terapêutica do siRNAFAK, uma vez que sua administração 
mostrou regredir a hipertrofia instalada e melhorar a função do VE, foi acompanhada a 
mortalidade dos camundongos. A Figura 42 mostra que, a sobrevivência dos animais 
tratados siRNAFAK é significativamente maior do que daqueles tratados com siRNAGFP.  
 
Figura 42- Curva de mortalidade de camundongos com 4 semanas de coarctação da aorta 
tratados com siRNAGFP ou siRNAFAK e acompanhados por 1, 2, 3, 6 e 12 































Recentemente, houve um grande progresso no entendimento da função da FAK 
no crescimento hipertrófico do ventrículo esquerdo provocado por estímulos mecânicos. 
Esta é uma questão importante dada a sua relevância clínica pois a presença da hipertrofia 
cardíaca em doenças, como hipertensão, é determinante de mal prognóstico. Porém, os 
dados atuais obtidos em camundongos com deleção condicional da FAK, dirigida pelo 
promotor da miosina de cadeia leve 2v (PENG et al., 2006; DIMICHELE et al., 2006), para 
avaliar a importância da FAK na instalação da hipertrofia adaptativa cardíaca em resposta a 
sobrecarga pressórica foram discrepantes e inconclusivos. Em longo prazo, se a FAK é 
importante na prevenção ou contribui para a deterioração da função cardíaca ainda é um 
ponto a ser esclarecido (BAYER et al., 2002; DIMICHELE et al., 2006; LOPES et al., 
2007). Assim, estes resultados conflitantes e as limitações impostas pela deleção de FAK 
restrita aos cardiomiócitos excluem um melhor entendimento da importância da sinalização 
da FAK na fisiopatologia complexa da hipertrofia e sua progressão para a insuficiência 
cardíaca decorrente da resposta à sobrecarga mecânica.  
A habilidade de siRNAs sintéticos administrados de modo sistêmico em reduzir 
eficientemente a expressão de proteínas alvo específicas foi demonstrada em alguns poucos 
modelos de doenças em pequenos roedores (McCAFFREY et al., 2002; SONG et al., 2003; 
ZENDER et al., 2003; CONTRERAS et al., 2004; TOMPKINS ET AL., 2004; BRADLEY 
et al., 2005). Neste estudo, o silenciamento transiente do gene da FAK no miocárdio 
permitiu a definição de um papel para esta molécula de sinalização na fisiopatologia 
complexa da hipertrofia do ventrículo esquerdo induzida por sobrecarga pressórica e seu 
progresso para o remodelamento maladaptativo.  
Seis achados principais sustentam esta conclusão: (1) o silenciamento gênico da 
FAK atenuou o crescimento hipertrófico dos cardiomiócitos e da expressão do marcador 
molecular de hipertrofia β-MHC no VE de camundongos submetidos à sobrecarga 
pressórica crônica, (2) o silenciamento da FAK atenuou o aumento da fibrose interticial, 
conteúdo de colágeno, expressão e atividade de MMP-2 no VE submetido ao estímulo 
mecânico, (3) a função do VE foi preservada nos animais tratados com siRNAFAK, apesar 
da persistência da sobrecarga pressórica, (4) o silenciamento da FAK reverteu o fenótipo de 
hipertrofia cardíaca de camundongos submetidos à sobrecarga pressórica crônica, apesar da 
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persistência do estímulo mecânico, (5) o silenciamento da FAK retardou o remodelamento 
maladaptativo cardíaco nos animais tratados com siRNAFAK, (6) a taxa de sobrevivência foi 
maior nos camundongos tratados com siRNAFAK.  
Desta maneira, o silenciamento transiente da FAK mostrou prevenir assim 
como reverter a hipertrofia do ventrículo esquerdo induzida por sobrecarga pressórica em 
camundongos. Ainda, o silenciamento do gene da FAK também demonstrou atenuar e 
retardar as anormalidades estruturais e funcionais tardias da hipertrofia do ventrículo 
esquerdo, apesar da persistência da sobrecarga pressórica.  
4.1- Silenciamento do gene da FAK in vivo por iRNA 
A injeção hidrodinâmica em camundongos foi o método pioneiro empregado na 
administração sistêmica de siRNA não modificado in vivo (McCAFFREY et al., 2002; 
LEWIS et al., 2002). Neste método, é feita uma injeção rápida e de grande volume de 
solução de siRNA na veia caudal de camundongos. Com o fluxo dinâmico, há o 
desenvolvimento de uma pressão hidrostática alta na veia cava inferior, forçando o fluxo da 
solução de siRNA para tecidos como fígado e rim, que são diretamente ligados a veia cava 
inferior. Como o fígado é o maior órgão e com uma estrutura expansível, uma grande 
quantidade de siRNA é forçada no fígado em uma direção oposta à circulação normal, 
resultando na exposição direta das moléculas de siRNA nas células do fígado antes da sua 
distribuição para os outros tecidos (LEWIS & WOLFF, 2007).  
Desta maneira, este método visa a entrega de siRNA preferencialmente ao 
fígado, rim, baço e pâncreas; com menor eficiência nos outros órgãos (LIU et al., 1999).  
Neste estudo demonstramos que a injeção de siRNAFAK na veia caudal não alterou a 
expressão da FAK no VE de camundongos. Desta maneira, a principal barreira para o uso 
de iRNA em mamíferos é a dificuldade de absorção de siRNA no tecido desejado.  
Atualmente, tem se demonstrado que a absorção de siRNAs pode ser alcançada 
através da injeção na vasculatura local do tecido de interesse (ZHANG et al., 2002; 
CONTRERAS et al., 2004; HAGSTROM et al., 2004). Neste estudo, desenvolvemos um 
método eficaz de administração de siRNA não modificado no coração através da injeção na 
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veia jugular direita de camundongos adultos. Demonstramos que injeções intravenosas 
únicas de siRNA específico fornecem uma redução prolongada (~70-50%, 15 dias) na 
expressão da FAK no VE normal e também no hipertrófico de camundongos. O 
silenciamento da FAK foi confirmado nos cardiomiócitos (~80%) e fibroblastos (~67%) 
isolados provenientes de corações de camundongos após 14 horas da injeção siRNAFAK, 
sugerindo que populações celulares cardíacas de miócitos e não-miócitos podem ser 
igualmente susceptíveis ao silenciamento gênico pela estratégia de RNAi utilizada.  
Assim, estes resultados indicam a possibilidade do emprego da metodologia de 
RNAi no silenciamento de genes no coração de camundongos adultos, pelo emprego da 
infusão de solução de siRNA não modificado pela veia jugular, apesar de siRNAs não 
modificados possuírem meia vida curta (de segundos  a minutos)  na circulação 
(SOUTSCHEK et al., 2004). Esta propriedade dos siRNAs não modificados deve-se a sua 
eliminação rápida por filtração pelos rins, por causa do seu tamanho pequeno (7kDa), e pela 
baixa resistência a nucleases (SORENSEN et al., 2003; DYKXHOORN et al., 2006). 
Outro fator limitante da estratégia de iRNA em mamíferos é a pobre absorção 
celular de siRNAs não modificados. Tem se demonstrado que é possível ultrapassar este 
obstáculo administrando comparativamente grandes quantidades de siRNA seletivamente 
no órgão onde ele precisar ser entregue (BRIDGE et al., 2003; MODLINGER et al., 2006). 
De acordo, demonstramos que uma estratégia modificada de injeção local, isto é, uma 
injeção em bolus de siRNA comparativamente concentrado na veia jugular, em relação a 
veia caudal, foi eficaz na redução da expressão da FAK no VE de camundongos. O 
silenciamento relativamente modesto da FAK no rim e a ausência de silenciamento no 
fígado, bem como a demonstração de que injeção hidrodinâmica de siRNAFAK pela veia 
caudal não altera a expressão da FAK no VE dão suporte a eficiência da administração de 
siRNA não modificado pela veia jugular na indução do silenciamento gênico cardíaco in 
vivo. 
Contudo, a quantidade relativamente grande de siRNAFAK necessária para obter 
um silenciamento gênico eficiente no VE pode induzir respostas não específicas e efeitos 
off-targets, limitando o uso desta estratégia. Neste contexto, o principal efeito inespecífico 
relacionado à administração de siRNAs em mamíferos é a indução da resposta imunogênica 
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por interferon, causando inibição global e não-específica da tradução de proteínas  
(LEUNG & WHITTAKER, 2005).  Apesar de siRNAs com sequência inferior a 30 
nucleotídeos não causarem resposta por interferon (ELBASHIR et al., 2001), ela pode ser 
ativada pelo uso de concentrações altas de siRNA (BRIDGE et al., 2003;  
PERSENGIEV et al., 2004).  
Neste estudo demonstramos que a administração sistêmica de 15µg de 
siRNAFAK não induziu a expressão de interferon gama no plasma de camundongos. Este 
dado está de acordo com resultados publicados recentemente que indicam que siRNAs não 
dão origem a uma resposta intensa de interferon em células de mamíferos. Ainda, que o uso 
de siRNA não modificado inibe a resposta por interferon em camundongos  
(HEIDEL et al., 2004), sendo  os principais efeitos inespecíficos relacionados com a 
administração sistêmica de siRNA devidos ao reagente de transfecção baseado em lipídeos 
e não ao siRNA em si (FEDOROV et al., 2005; JUDGE et al., 2005).  
Em 2005, Judge et al. mostraram que a atividade imunogênica e toxicidade de 
alguns siRNAs eram dependentes da sua seqüência de nucleotídeos e, assim, definiram  
como motivos imuno-estimulatórios as sequências ricas em GU e poliU. Estas sequências 
podem induzir indiretamente a produção de interferon pela ligação a receptores do tipo Toll 
(TLR3, TLR7 e TLR8), que alertam as células do sistema imune para a presença de RNA 
de patógenos virais (KARIKO et al., 2004; HORNUNG et al., 2005). Não foram 
encontrados os motivos imunogênicos mencionados na análise da seqüência dos siRNAs 
utilizados (FAK e GFP). 
O efeito principal off-target relacionado à siRNAs é o reconhecimento de outros 
RNAm que possuem complementariedade apenas parcial com a  fita antisenso, ocasionando 
a inibição da expressão gênica de outras proteínas além da proteína de interesse 
(JACKSON et al., 2003; SAXENA et al., 2003). Neste contexto, demonstramos que o 
tratamento com siRNAFAK não afeta a expressão no miocárdio da FAK-relacionada PYK2 
ou das proteínas não relacionadas miosina e ERK ½, sugerindo a falta de efeitos off-targets 
nesta sequência. Em adição, a análise in silico da sequência do siRNAFAK  em banco de 
dados (NCBI) indicou homologia com outras seqüências gênicas não superiores a 5%, o 
que minimiza a chance de efeitos off-targets por esta seqüência. 
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Ao avaliarmos o curso temporal do silenciamento gênico da FAK no miocárdio, 
apenas após a terceira semana da injeção de siRNAFAK os transcritos e a expressão da 
proteína FAK voltaram aos níveis observados no VE de camundongos que foram tratados 
com siRNAGFP. Embora não esperássemos este efeito prolongado, observações anteriores 
indicaram que o silenciamento gênico induzido por siRNA não modificado pode ser efetivo 
por semanas (PALLISER et al., 2006; ZIMMERMANN et al., 2006). Este efeito 
prolongado pode ser atribuído a estabilidade da interação da fita ativa de siRNA com o 
complexo RISC, a qual pode persistir por semanas, dependendo da taxa de divisão celular e 
da presença do RNAm alvo dentro das células (SONG et al., 2003A; SONG et al., 2003B). 
Neste contexto é bom mencionar que os cardiomiócitos não proliferam a taxas 
significativas em corações normais ou doentes, eliminando a perda de siRNA pela diluição 
do ambiente intracelular, embora os outros tipos celulares possam proliferar em resposta ao 
estímulo fisiopatológico. De maneira interessante, siRNAFAK reduziu a expressão 
miocárdica de FAK a níveis comparáveis no VE de animais controle e coarctados, 
indicando que as influências tróficas da sobrecarga pressórica não afetam a eficiência do 
siRNA no silenciamento de FAK no miocárdio. 
 
4.2- FAK e hipertrofia  
4.2.1- Modelo de coarctação da aorta em camundongos 
A coarctação da croça da aorta em camundongos é um modelo que tem sido 
rotineiramente utilizado em estudos de hipertrofia cardíaca. Neste modelo, há um rápido 
crescimento hipertrófico do VE em resposta à sobrecarga pressórica, evoluindo para a 
insuficiência cardíaca. 
Ao avaliarmos as alterações estruturais e funcionais dos corações de 
camundongos submetidos à coarctação da aorta, demonstramos que a hipertrofia 
concêntrica compensada inicialmente instalada evoluía para a descompensação, com 
dilatação e disfunção sistólica do VE. 
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Neste estudo, avaliamos a expressão e  atividade (fosforilação da tirosina 397) 
da FAK no miocárdio hipertrófico de camundongos submetidos à coarctação da aorta 
crônica. É importante salientar , que os estudos anteriores do nosso laboratório que 
avaliaram a expressão e atividade da FAK no VE de ratos restringiram a análise a tempos 
agudos de até 1 hora após o início da sobrecarga pressórica (FRANCHINI et al., 2000; 
DOMINGOS et al., 2002).   
Demonstramos o aumento na expressão e picos de atividade da FAK no 
miocárdio hipertrófico de camundongos após a constricção da aorta.  Estes picos de 
atividade da FAK coincidiam com a dilatação e disfunção do VE (descompensação da 
hipertrofia) observados por ecocardiografia.  Estes resultados estão de acordo com  
Bayer et al., 2002, que demonstraram aumento na expressão e atividade de FAK na 
hipertrofia compensada e na transição para a insuficiência cardíaca em ratos submetidos à 
coarctação crônica da aorta abdominal.  
A hipertrofia do VE induzida por sobrecarga pressórica foi acompanhada pelo 
aumento da fibrose miocárdica. Através de estudos imunohistoquímicos, demonstramos 
que a forte marcação anti-FAK nos cardiomiócitos em corações normais foi alterada para as 
regiões correspondentes a fibrose instersticial no VE hipertrófico. Esta observação está de 
acordo com estudos anteriores em VE hipertrófico de ratos e humanos  
(BAYER et al., 2002; LOPES et al., 2007), sugerindo o aumento da atividade da FAK nas 
células do interstício. 
 
4.2.2- Avaliação da hipertrofia cardíaca induzida por sobrecarga pressórica crônica 
em camundongos previamente tratados com siRNAFAK 
Um dos achados principais deste estudo foi que reduções transientes da 
expressão da FAK no miocárdio pela estratégia de iRNA atenuou o desenvolvimento da 
hipertrofia do VE em camundongos submetidos à coarctação da aorta. Isto implica que 
FAK é necessária para o desenvolvimento da hipertrofia do VE em resposta a sobrecarga 
pressórica crônica.  
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Neste estudo demonstramos que uma única injeção intravenosa de siRNAFAK, 
via veia jugular, foi capaz de produzir uma redução prolongada (~67-45%, 15 dias) na 
expressão da FAK no VE de camundongos posteriormente submetidos à coarctação da 
aorta. Esta redução na expressão gênica da FAK foi comparável a dos animais normais 
tratados com siRNAFAK. Desta maneira, o siRNAFAK parece atuar de maneira semelhante 
no miocárdio normal e hipertrófico, indicando que as influências tróficas da sobrecarga 
pressórica não afetam a eficiência do siRNAFAK em silenciar a FAK no miocárdio. O 
knockdown da FAK foi acompanhado da redução da atividade da sinalização da FAK no 
miocárdio, avaliada por anticorpo fosfo-específico anti-tirosina 397, o principal resíduo 
determinante da atividade quinase da FAK. 
A análise do silenciamento gênico da FAK no VE de camundongos 
posteriormente submetidos à cirurgia fictícia (sham) mostrou que a FAK parece ser 
dispensável para a estrutura e função cardíaca basal.  Estes resultados estão de acordo com 
dados anteriores gerados em camundongos jovens knockout da FAK restrito aos miócitos 
que indicaram que a FAK não é requerida para a arquitetura dos cardiomiócitos e função 
cardíaca basal (DIMICHELE et al., 2006).  
A redução na expressão da FAK no VE foi paralela a atenuação do crescimento 
hipertrófico dos cardiomiócitos e da expressão do marcador molecular de hipertrofia  
β-MHC em resposta ao estímulo mecânico. Estas observações dão suporte a conclusão de 
que o silenciamento da FAK atenua o crescimento hipertrófico afetando as respostas dos 
cardiomiócitos à sobrecarga pressórica. Este resultado está de acordo com dados anteriores 
que indicam que a FAK está envolvida na resposta hipertrófica de cardiomiócitos ao 
estresse mecânico (TORSONI et al., 2003; NADRUZ et al., 2005;  
DIMICHELE et al., 2006; PENG et al., 2006).  
Contudo, as influências geradas como conseqüência do silenciamento da FAK 
nos vasos da circulação periférica ou fatores neuro-humorais podem contribuir para a 
atenuação da hipertrofia do VE em animais coarctados previamente tratados com 
siRNAFAK. Embora não podemos excluir o silenciamento gênico da FAK significativo na 
vasculatura sistêmica nem a redução na resistência vascular em camundongos coarctados 
tratados com siRNAFAK, a demonstração de que camundongos coarctados tratados com 
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siRNAFAK ou siRNAGFP possuíam gradientes sistólicos trans-coarctação e aumentos na 
pressão sanguínea na carótida comparáveis indicam ser improvável que reduções na 
resistência vascular contribuíram substancialmente para a atenuação do crescimento 
hipertrófico nos camundongos tratados com siRNAFAK . Estudos futuros serão necessários 
para examinar se mudanças na microcirculação coronária ou na atividade de sistemas 
neuro-humorais (como o sistema renina-angiotensina) contribuem para o efeito  
anti-hipertrófico da silenciamento miocárdico da FAK. 
Estudos funcionais do VE ainda apontaram que o silenciamento transitório da 
FAK atenuou o crescimento hipertrófico compensatório do VE em resposta a sobrecarga 
pressórica, preservando a função sistólica cardíaca dos animais.  Isto conflita, 
aparentemente, com as observações em camundongos com depleção da FAK restrito aos 
miócitos (PENG et al., 2006, DIMICHELE et al., 2006), que indicaram que a depleção da 
FAK predispunha ao remodelamento maladaptativo do VE submetido à sobrecarga 
pressórica crônica, associado ao aumento da fibrose intersticial e perivascular. Porém, neste 
estudo demonstramos que o silenciamento da FAK foi paralelo a redução na área ocupada 
pelo interstício no coração de camundongos submetidos à coarctação da aorta. 
Desta maneira, sugerimos que os efeitos contrastantes possam estar 
relacionados com a resposta dos miócitos e dos fibroblastos cardíacos ao estímulo 
mecânico. Nos cardiomiócitos, o silenciamento da FAK poderia favorecer a melhor 
organização dos sarcômeros e funcionalidade das mitocôndrias dos cardiomiócitos 
submetidos à sobrecarga mecânica, resultando na preservação da função cardíaca dos 
camundongos.  Estudos futuros serão necessários para analisar estes aspectos. 
Por estarem envolvidos diretamente com o processo de fibrose cardíaca, o 
silenciamento da FAK nos fibroblastos, em adição aos cardiomiócitos, pode atenuar o 
desenvolvimento da fibrose, favorecendo uma melhor resposta do VE submetido à 
sobrecarga pressórica crônica. A redução da expressão da FAK nos fibroblastos cardíacos é 
a principal diferença entre o modelo apresentado neste estudo e os camundongos knockout 
restrito aos miócitos (PENG et al., 2006, DIMICHELE et al., 2006). 
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Neste contexto, mostramos que a fibrose miocárdica em corações hipertróficos 
apresentava marcação anti-FAK, sugerindo a ativação da sinalização da FAK nos sítios de 
fibrose, como indicado anteriormente em VE hipertróficos de ratos e humanos  
(BAYER et al., 2002; LOPES et al., 2007). Demonstramos que fibroblastos extraídos do 
VE de camundongos tratados com siRNAGFP e submetidos à 7 dias de coarctação da aorta 
possuíam aumento na expressão da FAK. Em contrapartida, fibroblastos provenientes de 
corações de camundongos equivalentes tratados com siRNAFAK exibiam redução 
significativa na expressão da FAK. Assim, os efeitos benéficos do silenciamento da FAK 
no remodelamento do VE hipertrófico foram paralelos a atenuação da fibrose intersticial, 
sugerindo uma função da FAK na fibrogênese miocárdica induzida por sobrecarga 
pressórica crônica.  
Estudos anteriores mostraram que a expressão gênica e atividade gelatinolítica 
elevadas de MMP-2 no miocárdio de roedores submetido à sobrecarga pressórica é um 
evento uniforme do remodelamento do miocárdio (PETERSON et al., 2001; SPINALE, 
2002; MATSUSAKA et al., 2006). Desta maneira, MMP-2 é considerada uma das 
moléculas principais determinantes do processo de remodelamento da matriz extracelular 
no miocárdio submetido à sobrecarga mecânica (IWANAGA et al., 2002;  
BERGMAN et al., 2007).  
Neste estudo demonstramos que o estímulo mecânico é capaz de induzir o 
aumento da atividade gelatinolítica de MMP-2 no miocárdio de camundongos submetidos à 
7 dias de coarctação da aorta. O silenciamento da FAK aboliu o aumento da atividade de 
MMP-2 no VE de camundongos, acompanhado pela atenuação no aumento do conteúdo de 
colágeno no miocárdio.  
Como os fibroblastos são as principais células secretoras de MMPs no 
miocárdio em resposta ao estímulo mecânico, demonstramos que fibroblastos extraídos do 
VE de camundongos tratados com siRNAGFP e submetidos à 7 dias de coarctação da aorta 
possuíam aumento na expressão da MMP-2. Porém, o silenciamento da FAK nos 
fibroblastos isolados de corações de camundongos submetidos à sobrecarga mecânica era 
acompanhado pela redução na expressão de MMP-2. Esta correlação sugere que o efeito 
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protetor da FAK no VE sob condições de sobrecarga pressórica crônica pode ser mediado 
via MMP-2.  
Este dado está de acordo com observações anteriores que indicam que a FAK 
pode regular a expressão, secreção e ativação de MMP-2 (WU et al., 2005). Ainda, 
Matsusaka et al., 2006, mostraram a inibição da hipertrofia cardíaca e fibrose em 
camundongos knockout para MMP-2 quando submetidos à sobrecarga pressórica, em 
comparação com aos animais selvagens. Juntos, estes dados indicam que a sinalização da 
FAK pode ser um ponto de controle importante na coordenação do processo dinâmico de 
motilidade celular dos fibroblastos e remodelamento da matriz extracelular no VE 
hipertrófico.  
 
4.2.3- Avaliação do tratamento com siRNAFAK da hipertrofia cardíaca instalada 
induzida por sobrecarga pressórica crônica em camundongos 
Outro achado principal deste estudo foi que reduções transientes da expressão 
de FAK pela estratégia de iRNA reverteu a hipertrofia do VE já estabelecida em 
camundongos mantidos sob condições de sobrecarga pressórica crônica. Isto implica que 
FAK é necessária não apenas para o desenvolvimento, mas também para sustentar a 
hipertrofia do VE em resposta à sobrecarga pressórica crônica. 
Demonstramos que administração intravenosa de uma única dose de siRNAFAK, 
via veia jugular, foi capaz de produzir uma redução prolongada na expressão da FAK  
(~60-44%, 21 dias) no VE hipertrófico de camundongos submetidos à sobrecarga 
pressórica crônica. A redução na expressão gênica da FAK foi paralela a regressão da 
hipertrofia cardíaca. Este processo foi novamente devido às respostas ao estímulo mecânico 
dos dois tipos celulares predominantes do coração: (1) cardiomiócitos, relacionados a 
redução do diâmetro médio e na expressão do marcador molecular de hipertrofia β-MHC, 
(2) fibroblastos, relacionados a regressão da fibrose miocárdica instalada. 
Além regredir o crescimento hipertrófico, o silenciamento miocárdico da FAK 
também aboliu a consequente deterioração estrutural e funcional do VE hipertrófico. Ainda, 
mostramos que a disfunção do VE submetido à sobrecarga pressórica crônica era paralela 
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ao aumento da expressão e atividade da FAK no miocárdio. Assim, é razoável supor que a 
persistência da ativação da sinalização da FAK em resposta ao estímulo mecânico possa ser 
prejudicial ao VE hipertrófico.  
É interessante notar que os animais tratados com siRNAFAK apresentaram maior 
taxa de sobrevivência ao longo do período estudado, apesar da regressão da hipertrofia 
cardíaca e persistência da sobrecarga pressórica.   
Evidências sugerem que o processo hipertrófico cardíaco em resposta a 
estímulos patológicos pode não ser inteiramente benéfico.  Neste contexto, estudos 
demonstraram que a redução na massa cardíaca representa um marcador prognóstico 
favorável independente do tratamento utilizado (VERDECCHIA et al., 1998;  
MATHEW et al., 2001). 
Além disso, sabe-se que o grau de fibrose nos corações hipertróficos contribui 
para a determinação do prognóstico em pacientes humanos. O grau de fibrose mais elevado 
está associado com o aumento na morbidade cardiovascular e mortalidade. De fato, o 
acúmulo de colágeno nos corações hipertróficos pode ser considerado uma etapa inicial 
para a insuficiência cardíaca, pois é responsável inicialmente pela diminuição da 
complacência das câmaras cardíacas e disfunção diastólica, progredindo para a disfunção 
sistólica deletéria (SELVETELLA et al., 2004). Assim, a diminuição do índice de massa do 
VE acompanhado pela regressão da fibrose cardíaca pode ser um fator determinante na 
melhora dos aspectos funcionais do processo hipertrófico e sobrevivência dos 
camundongos tratados com siRNAFAK. 
Em conclusão, estes resultados indicam que a sinalização mediada pela FAK é 
necessária não apenas para o desenvolvimento, mas também para sustentar a hipertrofia em 
resposta a sobrecarga pressórica crônica. Ainda, a persistência da ativação da FAK pode 
afetar de maneira prejudicial a estrutura e função do ventrículo esquerdo submetido a 
sobrecarga pressórica crônica. A demonstração de que o silenciamento da FAK pode 
prevenir a hipertrofia e a deterioração cardíaca realça o potencial do silenciamento da FAK 
por siRNA como uma estratégia terapêutica aplicável que pode amenizar o remodelamento 
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